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Resumen  
 
Actualmente no existe vacuna para la Tripanosomiasis americana, clasificada por 

la OMS como una enfermedad tropical desatendida y provocada por el parásito 

Trypanosoma cruzi, misma que por su endemicidad la padece gran parte de 

Latinoamérica, aproximadamente 8 millones a nivel mundial.  Inicialmente este 

trabajo fue planteado para realizarse de forma experimental, sin embargo debido a 

la pandemia ocasionada por la COVID-19 se reestructuró el proyecto, con el 

objetivo principal de proponer una secuencia consenso de la proteína enolasa, 

proveniente de distintas cepas de T. cruzi para su uso como vacuna, evaluando 

principalmente sus propiedades inmunogénicas a nivel bioinformático. 

 

A partir de bases de datos especializadas se obtuvieron 15 secuencias de la 

enolasa, que al alinearse resultaron en una secuencia consenso, esta secuencia 

se modeló por homología, misma que se evaluó y validó a través de distintos 

programas y plataformas bioinformáticas con la finalidad de conocer sus 

propiedades fisicoquímicas, potencial inmunogénico, así como los MHC’s más 

representativos y la predicción de epítopes para células B y T; posteriormente se 

realizó Docking molecular con los receptores asociados a membrana TLR 2 y 4, 

para visualizar las interacciones a nivel de respuesta inmune  innata que pudiesen 

existir. Finalmente se diseñó una construcción quimérica con los epítopes más 

representativos para la población latinoamericana. 

 

La enolasa consenso resultante de 429 aminoácidos mostró un alto potencial 

inmunogénico con seis epítopes para MHC-I, siete epítopes para MHC-II, todos 

ellos altamente representativos de la enolasa presente en cepas del continente 

americano, así como cinco epítopes para células B. En cuanto al Docking 

molecular con los receptores, se mostró una alta afinidad y baja constante de 

disociación, lo cual podría conducir a una respuesta inmune de tipo innata que 

coadyuve a la eliminación del parásito. 

 

Concluyendo, la secuencia consenso propuesta en este trabajo de la enolasa 

supone proveer una respuesta inmune ideal, así como las quimeras proteicas, las 

cuales necesitan un mayor estudio y evaluación experimental para comprobar si 

confieren protección a la mayoría de las cepas que provocan la enfermedad de 

Chagas.  

 

Palabras clave: Chagas, Trypanosoma cruzi, bioinformática, secuencia, enolasa 

consenso, epítopes, inmunógeno, quimera, vacuna. 
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1. Introducción 

1.1 ¿Qué es la enfermedad de Chagas? 
 
La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es 

una enfermedad relativamente nueva, descubierta en 1909 por el Dr. Carlos 

Ribeiro Justiniano das Chagas, médico brasileño [1]. El Dr. Chagas contribuyó a la 

erradicación de la malaria en Brasil, siendo epidemiólogo y sanitarista, gracias a 

ello, en 1906 fue invitado a trabajar en el Instituto Osvaldo Cruz, a cargo del Dr. 

Osvaldo Cruz, donde en 1908 durante una campaña contra la malaria en la 

población de Lassance, estado de Minas Gerais, encontró unos insectos 

hematófagos a los cuales localmente se les conocía como “barbeiros”, debido a 

las picaduras frecuentes en el rostro de los pobladores; estos insectos 

comúnmente se encontraban en viviendas de obreros, con techos de paja y muros 

de adobe [2]. Al examinar microscópicamente los insectos, estos presentaban en 

su intestino protozoarios flagelados, que no se encontraban previamente descritos 

en la literatura, sin embargo, su morfología se asemejaba al tripanosoma causante 

de la enfermedad del sueño, por lo cual envió insectos infectados al Dr. Osvaldo 

Cruz, quien infectó monos de la especie Calletox penicillata, y 20 días después 

comprobó la enfermedad mediante un examen sanguíneo al microscopio, 

encontrando los parásitos descritos por el Dr. Chagas [2]. La confirmación de una 

presunta enfermedad derivada de este parasito, ocurrió el 14 de abril de 1909, 

cuando el Dr. Chagas examinó a una niña de 2 años llamada Berenice Soares de 

Moura, quien presentaba un cuadro febril combinado con hepato y 

esplenomegalia, a la que sospechando padecía malaria, se le realizó un frotis 

sanguíneo, encontrando una tripanosomiasis derivada del parásito al cuál 

posteriormente nombró como Trypanosoma cruzi, en honor a su mentor Osvaldo 

Cruz [1], [3]. 

 

El descubrimiento del parasito T. cruzi, causante de la enfermedad de Chagas, es 

considerado como una proeza por parte del Dr. Chagas, ya que fue la primera vez 

que se descubrió el agente etiológico y sus transmisores, antes que la enfermedad 
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[4]. En cuanto a la transmisibilidad de este parásito, puede realizarse por distintas 

vías, sin embargo, el principal vector son las chinches hematófagas, conocidas 

como triatominos, vinchucas, chinches besuconas y algunos otros nombres, según 

sea la zona geográfica; estas especies pertenecen al orden Hemiptera, familia 

Reduviidae y subfamilia Triatominae; aunque existen distintas especies a lo largo 

de varios países, las chinches transmisoras de T. cruzi son endémicas del 

continente americano [5]. Se calcula que existen de 6-8 millones de personas 

infectadas a nivel mundial, causando aproximadamente 50,000 muertes por año, y 

de 65-100 millones están en riesgo de ser infectadas [3], ya sea por su ubicación 

geográfica, su situación socioeconómica, o ambas. La enfermedad de Chagas es 

considerada como una Enfermedad Tropical Desatendida (NTD), por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) y algunas otras organizaciones como el 

Centro para el Control de Enfermedades (CDC), siendo especialmente común en 

áreas tropicales donde las personas no tienen acceso a agua limpia o formas 

seguras de eliminar los desechos humanos [6]. 

 

Aunque la distribución de la enfermedad de Chagas se encuentra principalmente 

focalizada en 21 países de América Latina (Figura 1), en los últimos años se ha 

observado una mayor incidencia en países norteamericanos, como Estados 

Unidos y la región Sur de Canadá [7], así como algunos casos reportados en 

Europa central, Asía y Oceanía [8]. Es importante diferenciar que, a pesar de 

existir casos en regiones ajenas al continente americano, no se han reportado 

avistamientos de las chinches hematófagas ya descritas; los casos reportados en 

estas regiones responden a los flujos migratorios constantes [3], y la falta de 

controles y tamizaje en donaciones de sangre y órganos, donde solo seis países 

europeos (España, Italia, Francia, Suiza, Reino Unido y Suecia) contemplan un 

cribado para Chagas [9]. Esta falta de regulación en la política sanitaria propone 

un escenario ideal para la propagación de Chagas en zonas no endémicas, 

contemplando que el 4% de migrantes latinoamericanos que radican en Europa, 

son portadores de Chagas en su forma crónica [10]. 
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Figura 1. Distribución global de casos de Chagas reportados, tomada de [11]. 

 

En México existen diversas estimaciones, las más conservadoras proyectan 1.1 

millones de personas infectadas [5], mientras que otros autores refieren que la 

cifra pudiese alcanzar 5.5 millones [12]. La diferencia de estimaciones es 

probablemente resultado de cifras subestimadas, provocadas por la falta, durante 

décadas, de un registro preciso y a profundidad por parte de los sistemas de 

salud, que permitan determinar con mayor certeza la población infectada por 

Chagas, principalmente en regiones selváticas y endémicas, como lo es el sur de 

México, Centroamérica y algunas regiones de Sudamérica. En nuestro país 

Hoffman logró correlacionar por primera vez al triatomino como transmisor de 

Chagas en 1928, y en 1940, Luis Mazzoti reportó los dos primeros casos humanos 

en Tejomulco, Oaxaca [5].   
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1.2 Revisión bibliográfica  

1.2.1 Transmisión  
 
T. cruzi es transmitido a humanos principalmente a través de chinches 

hematófagas (>80%), también por transfusiones sanguíneas (10-20%), de manera 

congénita a través de madres infectadas (2-10%) y, aunque menos frecuente, 

también por trasplante de órganos, ingesta oral accidental (bebidas), y accidentes 

de laboratorio (2%) [13], [14]. En el mundo se han identificado más de 130 

especies del principal vector natural para Chagas, con tres géneros de importancia 

médica que son Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus, encontrados a lo largo de 

todo el continente Americano; en México se han reportado 32 especies, 19 

pertenecientes al género Triatoma, seis al género Meccus, dos al género 

Panstrongylus y una especie de los géneros Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, 

Paratriatoma y Rhodnius [15]; existen 13 especies relacionadas con la vivienda, de 

las cuales 11 presentan hábitos peridomiciliarios y dos hábitos intradomiciliarios 

con especial importancia epidemiológica; Triatoma barberi y Triatoma dimidiata [5]. 

Aunque en la actualidad los triatominos son genéticamente resistentes al 

diclorodifeniltricloroetano (DDT), su densidad poblacional disminuyó 

considerablemente y de forma general, debido al rociado sistemático con DDT 

utilizado en la Campaña Nacional de Erradicación Palúdica, iniciada en México en 

1956 [4], según algunos autores esto pudo influenciar directamente los casos de 

Chagas en México.  

 

Aunque la infección en humanos se da principalmente por chinches hematófagas, 

aproximadamente 150 especies de animales domésticos (perros, gatos, cerdos, 

etc) y animales salvajes (armadillos, tlacuaches, ardillas, etc) pueden servir como 

reservorios de Chagas [16]. El parásito presenta dos fases de desarrollo en 

mamíferos infectados, principalmente humanos: Tripomastigote sanguíneo (fase 

no replicativa, pero infectiva en humanos e invertebrados) y Amastigote 

intracelular (fase replicativa en humanos) [17].  
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1.2.2 Morfología y ciclo de vida del parásito 
 

La complejidad del ciclo de vida de T. cruzi, involucra cuatro estadios principales 

(Figura 2) morfológica y bioquímicamente distintos [18], pero bien definidos, que 

reflejan su complejidad durante la infección, teniendo en cuenta variables tanto del 

hospedero y su sistema inmune, como del parásito.  Los principales estadios del 

parásito son: 

 

• Epimastigote, forma no infectiva de 20-25 µm de longitud, se encuentra en 

cultivos celulares y de forma natural en el intestino medio del insecto vector, 

replicándose de forma profusa para posteriormente dar lugar a su forma de 

tripomastigote metacíclico. El kinetoplasto se encuentra entre el núcleo y el 

bolsillo flagelar, el flagelo forma una membrana ondulante pequeña [19].  

 

• Tripomastigote metacíclico, forma infectiva en humanos de 20 - 25 µm de 

longitud, incluyendo el flagelo que inicia en la parte posterior del parásito. 

Presenta un gran núcleo central, posteriormente se ubica el kinetoplasto en 

la región subterminal; es la forma no replicativa en invertebrados, se 

encuentra en el intestino grueso y la región perianal del insecto, cuando el 

triatomino excreta, el parásito se deposita junto a las heces fecales para 

penetrar a través de lesiones en la piel o por mucosas [19].   

 

• Tripomastigote sanguíneo, forma de diagnóstico y no replicativa en 

humanos, encontrada en torrente sanguíneo. También llamada forma de 

transición, infectiva tanto en el vector como en vertebrados, puede infectar 

nuevas células nucleadas o pasar a un vector invertebrado no infectado, 

cerrando de esta manera el ciclo, presenta una morfología muy similar a la 

fase de tripomastigote metacíclico [14]. 

 

• Amastigote intracelular, forma replicativa en humanos y no infectiva; es 

redondeado u ovoide de forma “leishmanoide”, se encuentra comúnmente 

en células musculares. Mide de 2–2.5 µm, en esta fase pueden apreciarse 
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de manera clara el núcleo, posteriormente el kinetoplasto, luego el bolsillo 

flagelar y finalmente el flagelo sobresaliendo en la parte inferior [20]. 

Figura 2. Etapas y morfología general de Trypanosoma cruzi, donde: Cuerpo celular (CB); 

núcleo (N); kinetoplasto (K); bolsillo flagelar (FP) y flagelo (F); imagen tomada de [19].  

 

El proceso del ciclo de vida involucra distintos pasos (Figura 3). Considerando 

que el ciclo comience con la succión de sangre infectada en un mamífero, por 

parte de un triatomino sano, el insecto estará succionando el parásito en su forma 

de tripomastigote sanguíneo, los tripomastigotes ingeridos se diferenciarán a 

forma de epimastigote, replicándose intensamente en el intestino medio, luego de 

ello el insecto al volver a alimentarse, pasará los parásitos del intestino medio 

hacia el intestino grueso y la región perianal, donde se diferenciarán hacía 

tripomastigote metacíclico, en esta zona al deyectar sus heces, el insecto estará 
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expulsando también al parásito, que infectará al encontrarse muy cerca de la zona 

donde fue picado el vertebrado [17], [19]. La mayoría de las infecciones llevadas 

por esta vía suelen terminarse gracias al hospedador, quien se inocula así mismo 

el parásito al rascarse en la zona donde fue picado, ya que la picadura suele 

causar prurito intenso, provocando inflamación en el sitio de inoculación (también 

conocido como Chagoma), el mismo caso puede aplicarse para zonas de mucosa 

como parpados, utilizando la conjuntiva como vía de entrada, causando un edema 

palpebral (también conocido como signo de Romaña) [17]. Aunque esta es la 

forma de transmisión más común, existen otras previamente mencionadas donde, 

aunque el ciclo de vida puede variar, las etapas en vertebrados e invertebrados 

siguen siendo las mismas. 
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Figura 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, tomado de [17]. 
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1.2.3 Clasificación  
 
A pesar de que T. cruzi tiene una forma de reproducción asexual, existe una gran 

heterogeneidad con variación genotípica y fenotípica, es por ello por lo que se ha 

clasificado en seis clados o unidades taxonómicas altamente relacionadas entre 

sí, desde TcI, hasta TcVI, estas han sido divididas con base en sus Unidades 

Discretas de Tipificación (DTU) [21]. El concepto de DTU surge por la necesidad 

de clasificar las distintas cepas de T. cruzi, recibiendo diversas clasificaciones a lo 

largo de los años, como zimodemas, esquizodemos, biodemos, clones, linajes, 

clados y haplotipos, hasta llegar al concepto de DTU en 1999, que decide dividir al 

parásito en dos grupos mayores, clasificándolos con base en sus características 

biológicas, bioquímicas y moleculares, usando técnicas como: 

Electroforesis de enzimas multilocus (MLEE); Amplificación aleatoria de ADN 

polimórfico (RAPD); Amplificación del gen miniexón o SL, y finalmente de las 

regiones 24Sα y 18S rDNA; recientemente se han agregado técnicas como PCR-

RFLP de 12 locis, para una mayor fiabilidad en algunos protocolos [21]–[24]. El 

concepto de DTU se define como el conjunto de poblaciones que son 

genéticamente más similares entre sí, que entre otras poblaciones y son 

identificables mediante marcadores moleculares comunes, a veces denominados 

tags o etiquetas [22].  Actualmente el uso de las DTU es considerado fiable para 

análisis epidemiológicos y estudios experimentales de evolución [21]; los clústeres 

genéticos dentro de T. cruzi se ajustan perfectamente a esta definición, por ello se 

le han asignado seis DTU [23], [24], y aunque comparten perfiles para ciertos 

marcadores moleculares, no son necesariamente idénticos a nivel genético y a 

menudo pueden distinguirse con marcadores adicionales, es por ello que las 

cepas de T. cruzi deben ser consideradas como familias de clonas estrechamente 

relacionadas, y no como un solo clon [21]. 

 

Esta diversidad genética ha sido relacionada a una distribución geográfica (Figura 

4), patogénesis, características clínicas y respuesta a terapia, todas bien definidas 

por el tipo de DTU; aunque esta distribución resulta mayormente concentrada en 

América latina, cada vez se reportan más casos hacia el norte del continente [17]. 
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Recientemente se ha reportado el primer caso en humano, de un tipo de DTU 

(Tcbat), que solía encontrarse exclusivamente en murciélagos de las especies 

Noctilio spp., Myotis spp. y Artibeus spp., sin embargo, su transmisibilidad parece 

permanecer delimitada al vector principal (Triatoma sordida) en zonas selváticas y 

en un muy bajo porcentaje (Figura 5) [25], [26]. Aunque la distribución del parasito 

en México mayormente corresponde al DTU TcI, pueden existir otros DTU 

subestimados y no detectados por falta de investigación y cribado profundo, 

principalmente en áreas endémicas. 

 

 

Figura 4. Distribución geográfica aproximada de Trypanosoma cruzi, con ciclos de 
transmisión domésticos y selváticos, tomado de [21]. 
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Figura 5. Distribución geográfica de Trypanosoma cruzi, con base a una revisión 
bibliográfica de 137 artículos, donde se obtuvo una n total de 6,243 DTU (TcI-TcVI y 
Tcbat) identificados en todo el continente americano, con n=459 en Norteamérica, n=120 
en Centroamérica y n= 5655 en Sudamérica, tomado de [25]. 

 

Esta diversidad de DTU’s puede deberse a la plasticidad del genoma de T. cruzi, 

ya que se conoce pueden coexistir varios DTU en un mismo vector y en un mismo 

hospedero, lo que pudiera ocasionar hibridaciones y cambios genéticos no 

convencionales, dando lugar a los distintos DTU existentes [25]. Aun cuando las 

relaciones evolutivas del parásito no han sido completamente elucidadas, dos de 

ellos (TcV y TcVI) claramente parecen provenir de una hibridación de TcII y TcIII, 

siendo estos sus padres directos putativos; TcIII y TcIV, pudieron haber sido 

originados de una hibridación previa por parte de TcI y TcIII, sin embargo, algunos 
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autores afirman que no es así [25]. TcI y TcII parecen seguir siendo los linajes más 

puros, que evolucionaron separadamente desde un ancestro en común, hace 

aproximadamente 1-3 millones de años [25].  

A pesar de que el concepto de DTU pareciera estar bien establecido, siguiendo 

marcadores bien definidos (Tabla 1) para diferenciarse entre sí, no existe un 

consenso total para el estándar de oro con el objetivo de definir los distintos linajes 

de T. cruzi, ya que existen combinaciones inusuales y complejas a nivel de 

marcadores moleculares, como es el caso de Tcbat, que solo es distinguible por 

medio de una PCR-RFLP [21] y han desembocado en protocolos más recientes, 

pero sin lograr un consenso universal, que pudiese contribuir a comprender mejor 

las implicaciones epidemiológicas que tienen los distintos DTU’s. 

 
Tabla 1. Tamaño de productos de PCR (pb) para la clasificación de distintos DTU de 
Trypanosoma cruzi, tomado de [21]. 

DTU 24Sα rDNA Gen SL 18S rDNA 

TcI 110 350 175 

TcII 125 300 165 

TcIII 110 - 165 

TcIV 120 - 155 

TcV 110 300 165 

TcVI 125 300 - 

 

1.2.4 Patogenia y espectro clínico  
 
La patogenia ocasionada por T. cruzi suele ser bien focalizada durante la 

infección, se ha encontrado que el tipo de DTU determina el tropismo a tejidos 

presentado por los parásitos, ya sea durante infecciones experimentales [27] o 

casos clínicos en humanos. Es importante tener en cuenta este tropismo, ya que 

será determinante en las manifestaciones clínicas derivadas de la infección, 

especialmente durante la fase crónica, y aunque se desconoce la razón de dicho 

tropismo, diversos autores reportan una tendencia hacia la infección de musculo 

cardiaco por parte del  DTU TcI, derivando en diversas complicaciones cardiacas y 

una alta parasitemia, derivando en una mayor virulencia; mientras que el grupo 

TcII parece mostrar un tropismo hacía bazo e hígado y una menor parasitemia 
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[27]. Aunque estas diferencias pudiesen explicar las distintas proporciones 

derivadas de las infecciones reportadas por T. cruzi, se debe seguir indagando 

acerca de los polimorfismos genéticos en los DTU’s y sus consecuencias en la 

patogenia, para poder entender mejor la epidemiologia de la enfermedad de 

Chagas. Las complicaciones cardiacas son las más comunes en la enfermedad de 

Chagas, sin embargo, las lesiones ocasionadas por T. cruzi dependerán de las 

características del parásito, su estadio y DTU, así como del hospedero y su 

sistema inmune; dando lugar a características clínicas como megacolon, 

megaesófago y en ocasiones derrames cerebrovasculares [17]. Un problema en la 

detección temprana de esta enfermedad es la ausencia de síntomas específicos, 

lo que usualmente lleva a detectarla solo cuando se presentan signos 

patognomónicos, tales como el Chagoma y el signo de Romaña [17]. La 

enfermedad de Chagas tiene una gran capacidad de propagación siendo 

transmitida por diferentes vías, ya sea a través de insectos hematófagos, 

transfusiones de sangre, donación de órganos, por vía oral a través de alimentos e 

incluso de forma accidental con muestras contaminadas [28]. Por otro lado, el 

principal linaje del parásito que se encuentra en México es el DTU TcI [25], el cual 

como se ha mencionado tiene un marcado tropismo hacia el corazón, haciendo 

este órgano uno de los principales sitios anatómicos afectados por la infección del 

protozoario. 

Una vez inoculado el parásito, se produce la fase aguda de la enfermedad, que 

suele durar entre 15 y 40 días, la mayoría de estos casos son asintomáticos y se 

producen durante la infancia [29], [30]. Durante esta fase podemos observar o no 

los siguientes signos y síntomas: Chagoma, signo de Romaña, fiebre, cefalea, 

dolor articular y muscular, anorexia, vómitos, diarrea, somnolencia, apatía, 

linfadenopatía, hepatoesplenomegalia, edema y convulsiones [31], [32]. Todo este 

abanico de síntomas hace que la enfermedad de Chagas sea muy difícil de 

diagnosticar, excepto el Chagoma y el signo de Romaña, que son los signos 

patognomónicos de la enfermedad. En esta fase, suelen producirse muertes en el 

5-10% de las personas infectadas, generalmente por miocarditis grave, 

meningoencefalitis o ambas [33]. 



24 
 

Alrededor del 60-70% de los infectados, no desarrollan signos o síntomas, por lo 

que pasan directamente a la fase crónica indeterminada. Esta fase se caracteriza 

por una seropositividad de los anticuerpos contra T. cruzi, un electrocardiograma 

de 12 derivaciones normal y un examen radiológico normal de tórax, esófago y 

colon [33]. El periodo de duración de la fase crónica indeterminada puede variar 

de 10 a 30 años [12], e incluso el paciente puede morir derivado de otras 

complicaciones y no saber nunca que ha tenido la enfermedad de Chagas. Esta 

fase es bastante crítica para la población, ya que el paciente no es consciente del 

riesgo que representa su enfermedad, la ignorancia sobre su padecimiento 

también representa un gran reto para el sistema de salud, que es detectar la 

infección lo más temprano posible. Se cree que en México ha habido una 

considerable transmisión de la enfermedad de Chagas a través de la transfusión 

de sangre y por la donación de órganos, debido a la falta de regulación para la 

detección de T. cruzi durante décadas. Fue hasta que se aplicó la norma NOM-

253-SSA1-2012, que dicta la obligatoriedad del tamizaje de los donadores de 

sangre, que se detectó un mayor número de casos y se evitaron los contagios por 

esta vía [16]. 

El 30-40% restante de los infectados por T. cruzi pasará a la fase crónica 

sintomática. Aunque ésta suele ser la progresión que tiene un paciente de 

Chagas, se han detectado progresiones directas de la fase aguda a las formas 

clínicas, es decir, cardiomiopatía, megaesófago, megacolon y trastornos 

cardiodigestivos, en sólo el 5-10% de los pacientes [34]. Existe una distribución 

epidemiológica diferente en el continente americano que también marca una 

diferencia en las presentaciones clínicas de la enfermedad de Chagas. Las 

afectaciones digestivas se distribuyen principalmente, pero no exclusivamente, en 

la región de América del Sur (sobre todo en Argentina, Brasil y Bolivia), y se 

encuentran en el 10-15% de los pacientes infectados de forma crónica. En el caso 

de las patologías encontradas en América Central y del Norte, existen 

principalmente cardiopatías que se desarrollan en el 20-30% de los pacientes, 

siendo el trastorno más común en la enfermedad de Chagas [5], [33], [35]; esta 

variación en las patologías puede explicarse por un tropismo definido por el DTU 
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de T. cruzi, cuyos mecanismos completos aún se está dilucidando. Con base en 

esto, la enfermedad de Chagas se puede dividir en dos fases: aguda y crónica, 

esta última consistiendo en una etapa asintomática (antes llamada indeterminada) 

y la etapa sintomática (Figura 6).  

 

Figura 6. Vías de transmisión para Trypanosoma cruzi, y fases de la enfermedad de 

Chagas.  

 

1.2.5 Diagnóstico   
 
El diagnóstico etiológico de la enfermedad de Chagas se basa en la evaluación 

clínica, epidemiología y pruebas de laboratorio. Sin embargo, el subregistro es 

muy frecuente debido a que los síntomas son inespecíficos, mostrando desde 

fiebre, dolores de cabeza, arritmias, cansancio generalizado y estreñimiento; hasta 
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signos patognomónicos más evidentes. Para el diagnóstico de laboratorio, los 

exámenes adecuados dependen de la etapa clínica del paciente, sin embargo, 

aunque existen distintas pruebas de diagnóstico, no han sido validados de forma 

independiente ni comparados entre sí [36].  

En la etapa aguda los estudios se centran en la búsqueda y reconocimiento de T. 

cruzi en sangre (parasitológica directa), debido a que en las etapas iniciales de la 

enfermedad se encuentran parasitemias importantes y a medida que transcurre la 

infección van disminuyendo hasta hacerse mínimas y aleatorias. En las etapas 

crónicas (indeterminada y sintomática) las parasitemias son transitorias y por ello 

el diagnóstico se realiza fundamentalmente mediante el hallazgo de anticuerpos 

circulantes contra T. cruzi [36]. 

Las pruebas de diagnóstico más usadas en México son basadas en el algoritmo 

inmunodiagnóstico, que contempla la determinación de anticuerpos séricos y al 

menos dos pruebas de diferente formato: Hemaglutinación indirecta, ELISA, 

Inmunofluorescencia indirecta, PCR o Western Blot [16]. Aunque menos 

frecuentes, también se realizan exámenes parasitoscópicos: examen directo y 

tinción de extendidos de sangre, microhematocrito, método de Strout 

(concentración de parásitos mediante centrifugación), Xenodiagnóstico (positividad 

del 9 - 87.5%) con las limitaciones que implican el tiempo y sangre requeridos [13]. 

En general se recomienda para áreas rurales y de recursos escasos o reducidos, 

el xenodiagnóstico, microscopia y microhematocrito durante la fase aguda, 

mientras que para la fase crónica se recomienda el uso de prueba rápida; en 

cuanto a las áreas urbanas se recomienda usar PCR durante la fase aguda, y para 

la fase crónica hemaglutinación indirecta, ELISA e inmunofluorescencia indirecta 

[36]. 

 

1.2.6 Tratamiento y profilaxis  
 
Actualmente solo existen dos drogas para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas, el Nifurtimox y Benznidazol, ambas desarrolladas en el siglo pasado, 

1965 y 1971 respectivamente [13]; sin embargo la producción de estos 
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medicamentos se ha visto constantemente interrumpida y limitada, debido a que el 

benznidazol fue fabricado por Roche hasta 2003, después entre 2004-2006 se 

llevó a cabo una transferencia tecnológica para su producción en el Laboratorio 

Farmacéutico del Estado de Pernambuco, en Brasil; luego de intermitentes 

periodos de producción y una evidente falta de suministro en toda Latinoamérica, 

el laboratorio argentino Elea junto con la Fundación Mundo Sano comenzaron con 

la producción de benznidazol, bajo el nombre de Abarax, abasteciendo al territorio 

argentino, latinoamericano y mundial a través de programas de la Organización 

Panamericana de la Salud (OPS) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

[13], [37]. En cuanto al nifurtimox, este se produce en el Salvador por la 

farmacéutica Bayer [37], que recientemente reformuló el fármaco mediante su 

programa CHICO (CHagas disease in Children treated with nifurtimOx), mostrando 

presentaciones de 120 mg y 30 mg, con el objetivo de mejorar la precisión de la 

dosificación, seguridad y cumplimiento de tratamiento en infantes [38].    

En México, el tratamiento está indicado en casos de infección aguda, niños y 

jóvenes con infección crónica reciente, jóvenes y adultos con serología positiva 

hasta la edad de 60 años. En sujetos mayores de 70 años no se sugiere el 

tratamiento por la relación riesgo/beneficio a esa edad [16], sin embargo, la 

evidencia científica sobre la efectividad de los fármacos ha llevado a incluir en el 

tratamiento a adultos en fase crónica que no presenten una cardiomiopatía 

avanzada [39], ni comorbilidades que afecten el tratamiento. 

 
Como se ha mencionado, ambos tratamientos antiparasitarios están indicados 

especialmente durante la fase aguda, congénita, reactivaciones y fase crónica en 

pacientes jóvenes o con altas probabilidades de éxito en el tratamiento. La 

probabilidad de éxito para pacientes en condiciones ideales (fase aguda y sin 

comorbilidades graves), suele ser del 60% a través de estos tratamientos [40]. 

Usualmente la droga más usada suele ser el benznidazol por su tolerabilidad, 

mayor experiencia en su uso y posiblemente mejor eficacia frente al nifurtimox; 

ambas drogas son administradas de forma oral, usualmente por 60 días para 

benznidazol y 60-90 días para nifurtimox [41].  A pesar de que la toxicidad y tasa 

de interrupción en el tratamiento es baja en infantes (4%), mientras que en 
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pacientes adultos estas drogas son muy poco toleradas, con tasas de interrupción 

de 29.7% y 43.8% para benznidazol y nifurtimox respectivamente [41]. Es 

importante tener en cuenta que existen cepas resistentes a una u otra droga, y 

usualmente la resistencia a una obedece a serlo para la restante, se cree que esta 

resistencia está relacionada con la deleción del gen para la enzima NADPH flavin-

reductasa [40]. 

 

En cuanto a su toxicidad el nifurtimox presenta efectos adversos como anorexia, 

pérdida de peso, alteraciones psíquicas como excitabilidad y somnolencia, 

manifestaciones digestivas como nauseas, vomito, cólicos intestinales y diarreas; 

el benznidazol muestra manifestaciones cutáneas tales como hipersensibilidad, 

dermatitis con erupciones cutáneas, además de edema generalizado, fiebre, 

lifoadenopatía, dolor articular y muscular, así como depresión de la medula ósea, 

trombocitopenia purpura y agranulocitosis [40]. En general las manifestaciones de 

la piel y medula ósea son más intensas usando benznidazol, mientras que las 

afectaciones a sistema nervioso (cefalea, anorexia, polineuropatía, vómitos e 

insomnio), son más intensas en el uso de nifurtimox [40]; sin embargo, ambas 

causan disfunción renal y hepática derivada de los metabolitos altamente reactivos 

de estas drogas, siendo unidos covalentemente a ADN y proteínas nucleares de 

hígado; se cree que la enzima citocromo P450 es la proteína más relevante en el 

metabolismo nitroreductivo de ambas drogas [40] pudiendo ser inhibida por la 

formación de aductos, desembocando en un daño global provocado por el estrés 

oxidativo y uniones covalentes no deseadas. 

 

A pesar de su longevidad, el mecanismo de ambas drogas no ha sido investigado 

a detalle, pero debido a su naturaleza química se piensa que se esparcen por 

difusión pasiva [42]. El mecanismo de acción para nifurtimox inicialmente se basó 

en la reducción de un electrón, formando un radical anión con acción citotóxica, 

agotando el NADPH y generando especies reactivas de oxígeno, sin embargo, 

diversos estudios han contradicho esa hipótesis; siendo el mecanismo más 

aceptado la formación de un grupo nitroso e hidroxilaminas, seguido de una 
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fragmentación que produce un grupo nitrilo insaturado de cadena abierta, este 

nitrilo forma aductos con el ADN y grupos tiol presentes en metabolitos de baja 

masa molecular, así como con proteínas [42]. En el caso del benznidazol, la 

reacción involucra generación de hidroxilaminas y grupos hidroxilos, que luego 

forman un intermediario dihidroxidihidro, para descomponerse en un grupo glioxal 

altamente reactivo; se ha demostrado que este grupo actúa de forma covalente 

formando aductos con proteínas, nucleótidos y pequeñas moléculas como 

glutatión, lo que provoca  rupturas de ADN, bases nitrogenadas y aminoácidos 

[42], [43], así como el uso limitado de glutatión como cofactor en enzimas de 

desintoxicación, como glioxalasas I y II [44]. En general ambos fármacos basan su 

efectividad en interferir durante la síntesis de proteínas, ADN y ARN, tanto en nivel 

nuclear como de kinetoplasto.  

 

Diversos factores contribuyen al desarrollo de la enfermedad de Chagas en 

América Latina y México, algunos de ellos son la globalización, vejez, pobreza, 

acceso limitado a la atención sanitaria, falta de conocimiento sobre la enfermedad 

y de las prácticas básicas de higiene, así como la transmisión congénita/oral y el 

subregistro clínico [45]. Sin embargo, existen medidas profilácticas al alcance de 

toda la población, que podrían prevenir la propagación de esta enfermedad, entre 

ellas están las medidas de control de vectores, como la aplicación sistemática de 

plaguicidas de origen piretroide en zonas domésticas y peridomiciliarias [46], 

mejoras constantes en las viviendas de materiales naturales, como el barro, el 

adobe o la paja, que sirven de reservorios naturales para los triatominos, mayor 

compromiso político y comunitario para el desarrollo e implementación de 

programas de prevención, control y erradicación de vectores, así como informes 

oportunos de infección y transmisibilidad entre las comunidades endémicas o de 

alta incidencia [47], fortalecimiento de los sistemas de salud para la detección 

oportuna de la enfermedad de Chagas en pacientes agudos y crónicos, así como 

el acceso al tratamiento en caso de ser necesario; la detección de la enfermedad 

de Chagas en los bancos de sangre y en aquellos pacientes que se someten a 

trasplantes de órganos para evitar la transmisión por estas vías, de acuerdo con la 
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norma obligatoria NOM-253-SSA1-2012 [16], el cribado serológico universal en las 

mujeres en edad fértil y el tratamiento antiparasitario antes del embarazo en las 

mujeres infectadas, ya que esto ha demostrado su eficacia en la disminución de la 

transmisión congénita para futuros embarazos [48], las campañas de promoción 

de la salud para dar a conocer la enfermedad en la población general y 

particularmente en las regiones de alta incidencia; recomendaciones sobre la 

manipulación segura de los alimentos y la higiene adecuada antes de su ingesta 

para evitar la transmisión oral, que aunque poco frecuente, existe un riesgo latente 

de contagio a través de las heces de los triatominos en alimentos [29]. 

 

1.2.7 Necesidad de una vacuna  
 
Actualmente no existe una vacuna capaz de contrarrestar, ni prevenir la 

enfermedad y su diseminación en el organismo. Sin embargo, han sido 

considerables los esfuerzos por desarrollar una, usando plataformas que incluyen 

el uso de ADN, vacunas atenuadas, virus y bacterias modificadas, proteínas 

recombinantes, con diversas formulaciones y adyuvantes [49], algunas han 

demostrado ser efectivas en la prevención de cardiopatías, siendo esto 

especialmente relevante, ya que son una de las principales complicaciones 

durante la enfermedad. Algunos estudios sugieren que el uso combinado de 

vacunas con las drogas actuales, pueden reducir el tiempo del tratamiento y por 

consiguiente su toxicidad, así como efectos secundarios, sin comprometer la 

efectividad del tratamiento [49]. Es evidente la necesidad de avances y estrategias 

alternativas para pacientes con Chagas, y una vacuna representa una oportunidad 

atractiva, con el objetivo principal de prevenir la infección, o al menos retrasar la 

progresión en la infección, coadyuvar en el tratamiento, así como reducir la 

transmisión congénita del parasito.  

 

1.2.8 Enolasa como posible inmunógeno  

La enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidrolasa, EC 4.2.1.11) es una metaloenzima que 

cataliza la deshidratación reversible de D-2-fosfoglicerato (PGA) a 
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fosfoenolpiruvato (PEP) tanto en glucólisis como en gluconeogénesis (Figura 7). 

Esta proteína muestra diversos motivos conservados, particularmente en su sitio 

catalítico, lo que ha llevado a pensar que las enzimas de diversas especies 

comparten muchas propiedades cinéticas similares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estructura cristalina de la TcENO (Enolasa de Trypanosoma cruzi), extraída de 

PDB, con código: 4G7F. 

Por otra parte, varios estudios han demostrado que la enolasa, es una proteína 

multifuncional, ya que no solo participa en el metabolismo, sino que también es 

capaz de generar una respuesta inmune Th1 (considerada fundamental para 

eliminación de parásitos intracelulares), debido a la producción de anticuerpos y 

Th2 contra de algunos organismos, como: Plasmodium falciparum, Ascaris suum y 

Candida albicans, reduciendo la parasitemia en un 80 y 60% respectivamente, así 

como producción de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a, para el caso de C. albicans 

[50]–[52] debido a que contiene secuencias aminoacídicas altamente conservadas 

a lo largo de diversas especies, particularmente en su sitio catalítico. Esta 

proteína, también actúa como un receptor de plasminógeno en la superficie celular 
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de ciertos patógenos y ha sido implicada en funciones nucleares en protozoos, así 

como en células animales y de plantas [53]. 

 

1.2.9 Antecedentes directos  

Existen numerosos trabajos respecto a la enfermedad de Chagas, así como 

importantes aportaciones al desarrollo de una vacuna o tratamiento, una de las 

más directas a este trabajo es la de Carabarín-Lima et al [54], en la cual se estudió 

el gen que codifica a la enolasa recombinante de T. cruzi (rTcENO), donde se 

amplificó, clonó, secuenció y finalmente se purificó la proteína recombinante. Para 

corroborar si esta proteína presentaba respuesta inmunogénica se llevaron a cabo 

estudios in silico y experimentales corroborando que la rTcENO contiene motivos 

característicos de la enolasa; adicionalmente, se identificó una región 

transmembranal, y esto podría indicar la localización potencial de la TcENO en 

una región externa del parásito y en membrana, anclada a ella mediante hélices 

transmembranales identificadas en el análisis computacional [54]. Además de que 

fueron predichos epítopes para linfocitos B, así como para linfocitos T citotóxicos, 

estos resultados sugieren la posibilidad de que rTcENO pueda desarrollar 

respuestas inmunes del tipo humoral y celular; de igual manera en estudios 

posteriores se detectó la presencia de anticuerpos anti-rTcENO en sueros de 

ratones inmunizados experimentalmente con la rTcENO, demostrando que la 

proteína recombinante purificada fue reconocida por los sueros de ratones; estos 

resultados indican que rTcENO tiene propiedades inmunogénicas y podría 

proponerse y estudiarse como candidato para el desarrollo de una vacuna. 

Partiendo de estos estudios, que indican un potencial inmunogénico contra la 

enfermedad de Chagas por parte de la rTcENO, se debe tener en cuenta que 

existen distintas cepas o DTU’s del parasito, y dado que el objetivo principal de 

desarrollar una vacuna es conferir protección contra la mayoría o preferiblemente 

todas las variantes de T. cruzi, se debe tener una proteína y por tanto una 

secuencia consenso que represente a la mayor cantidad de DTU’s, ya que aunque 

el proceso de reproducción en el parásito es asexual y su nivel de recombinación 
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debería ser muy bajo, se tienen identificadas diferencias discretas pero 

significativas en algunas regiones de su genoma, que pudieran ser de importancia 

al buscar profilaxis contra todas las variantes conocidas del parásito.  

1.3 Justificación 

La problemática principal al hablar sobre la enfermedad de Chagas es la alta 

incidencia de la enfermedad en Latino América y su rápida diseminación a nivel 

mundial, aunado a esto, los dos medicamentos existentes para su tratamiento 

ocasionan daños severos a la salud y no son del todo efectivos, por lo cual existe 

la necesidad de tener un método profiláctico y efectivo como lo es una vacuna. Por 

lo anterior, en este trabajo se evaluarán las características inmunogénicas de la 

enolasa de Trypanosoma cruzi como un inmunógeno universal, al obtener una 

secuencia consenso a partir del gen proveniente de los diversos DTU’s y 

posteriormente analizar sus propiedades inmunogénicas mediante análisis 

bioinformáticos 

1.4 Hipótesis 

La secuencia consenso obtenida a partir de los diferentes DTU´s, mostrará las 

características inmunológicas necesarias in silico para ser un buen inmunógeno, y 

proponerla para el desarrollo de una vacuna eficaz y de amplio espectro de 

efectividad contra Trypanosoma cruzi. 
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1.5 Objetivo general  

Evaluar las propiedades inmunogénicas de la enolasa consenso de Trypanosoma 

cruzi mediante un abordaje bioinformático.  

1.6 Objetivos específicos 

• Generar clústeres de secuencias de enolasas, a partir de distintos DTU’s de 

T. cruzi y obtener una secuencia consenso. 

• Realizar un modelado por homología de la secuencia consenso para 

obtener la estructura terciaria y analizar sus características fisicoquímicas. 

•  Analizar in silico las propiedades inmunogénicas de la enolasa consenso. 

• Determinar la presencia de epítopes reconocidos por el sistema de 

antígenos leucocitarios humanos o HLA’s conservados para población de 

Latinoamérica. 

• Determinar los mecanismos de activación inmunológica de la enolasa 

consenso mediante Docking molecular entre la proteína y receptores 

asociados a membrana  

• Construir una quimera proteica con epítopes predichos para MHC-I. 
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Materiales y métodos 

2.1 Estrategia experimental 
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2.2 Expresión y purificación de rTcENO 
 
A partir de células E. coli DH5α, se extrajo el plásmido pRSETB::TcENO resistente 

a Ampicilina (Amp), mismo que fue digerido por las enzimas Kpn I y Hind III, para 

visualizar mediante una electroforesis de agarosa el gen correspondiente a la 

rTcENO. Luego se transformaron células de E. coli BL21(DE3) pLysS resistentes a 

cloranfenicol (CM), con el plásmido purificado pRSETB::TcENO. Se procedió a 

tomar una azada de las células transformadas, para inocular 5 mL de medio Luria 

Bertani (LB) adicionado con 100 mg de Amp y 5 mg de CM; fueron cultivadas a 

37°C por 24 horas. Posteriormente el precultivo se adicionó a 50 mL de medio LB 

con 100 mg de Amp y 5 mg de CM, dejándolo crecer a 37°C con agitación 

continua hasta alcanzar una Densidad Óptica (DO) de 0.4 - 0.6, a una longitud de 

600 nm. Una vez obtenida la DO, se tomó 1 mL de este cultivo y se guardó a -

80°C, identificándolo como “No Inducido”, puesto que se utilizó como control en el 

proceso de purificación de la proteína. La expresión de la rTcENO se indujo 

usando isopropil-β-ditiogalactósido (IPTG), a una concentración final de 1mM 

durante 3 horas bajo agitación a 37°C; después de este tiempo se disminuyó la 

temperatura a 28°C y se mantuvo en agitación durante 21 horas; de este cultivo se 

recuperó 1 mL y también se guardó a -80°C, identificándolo como “Inducido”. 

Luego de la expresión inducida, se procedió a la recolección de células 

bacterianas por centrifugación de los 48 ml de cultivo restante a 13,000 rpm por 5 

minutos. La purificación de la rTcENO se comenzó resuspendiendo la pastilla 

celular en solución de lisis, que contiene Tris-HCl 50 mM a pH: 8, cloruro de sodio 

10 mM, tiocianato de guanidina 4 M e inhibidores de proteasas a 7X. 

Posteriormente, se realizó la ruptura celular por sonicación durante 5 minutos, con 

pulsos de 7 segundos, amplitud de 50-60 y manteniéndolo en hielo, repitiendo este 

proceso al menos 3 veces hasta lograr clarificar el líquido; seguido de una 

centrifugación a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C; se obtuvo el sobrenadante 

denominado “extracto”, y se guardó la pastilla empaquetada en 1 mL de medio LB 

a -80°C para su posterior uso. Luego se purificó la rTcENO mediante 

cromatografía de afinidad de Ni-NTA-agarosa, adicionando 500 μL de resina y 

pasando 2 volúmenes de etanol, 3 de agua tridestilada estéril a flujo constante, 
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posteriormente se agregó 3 volúmenes de buffer de carga y se dejó pasar a 20 

segundos por gota. Se colocaron 3 volúmenes de la solución A (Binding), y una 

vez pasada, se añadió el extracto, para recuperarlo de nuevo guardando 1 mL a -

80°C. Se procedió a lavar con 10 volúmenes de solución B (Wash), recuperando el 

último mililitro y guardándolo a -80°C. A continuación, se pasaron 3 volúmenes de 

solución C (Elución) y se recuperó en tubos eppendorf estériles; después se 

adicionaron 3 volúmenes de buffer Strip a la columna, recuperando el primer 

mililitro y dejando pasar el resto. Finalmente se guardó la columna con 3 

volúmenes de buffer Strip a 4°C, y todas las alícuotas de la purificación se 

almacenaron a -80°C, añadiendo previamente 50μL de EDTA 0.01 M por cada 

mililitro de elución obtenido.   

 

El análisis de la expresión de la proteína rTcENO fue realizado por medio de una 

electroforesis en gel de poliacrilamida a una concentración del 12% (SDS-PAGE), 

añadiendo 10 µL por pozo, de una mezcla 1:1 de buffer de carga y eluídos, cada 

uno hervido a 100°C por 10 minutos. Se utilizó como marcador de peso molecular 

el reactivo All Blue™ #1610373 de Biorad®, y las muestras obtenidas durante la 

purificación se colocaron en el siguiente orden: No inducido, Inducido, Eluído 1, 

Eluído 2, Eluído 3, Wash, Strip, Pastillas y Extracto. Posteriormente el gel se tiñó 

con azul de Coomassie para corroborar la presencia de la proteína.  

2.3 Análisis con distintos fondos genéticos  
 

Una vez identificada la presencia de proteína en el gel y con base en los 

resultados obtenidos, se procedió a realizar una curva de crecimiento para las 

cepas de E. coli Star, Rosetta y pLysE, todas previamente transformadas con el 

plásmido pRSETB::TcENO, usando cultivos de 50 mL de medio LB, buscando 

alcanzar una DO de 0.4 a 600 nm para todas las cepas, luego de alcanzar esa 

densidad se procedió a añadir IPTG a 1mM, para posteriormente realizar 3 

mediciones de DO, cada una en intervalos de 1 hora; una vez obtenidos los 

resultados se graficaron desde el tiempo 0 (No inducido), hasta el tiempo 3 

(Inducido). Posteriormente se realizó el mismo proceso de purificación, descrito 
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anteriormente con las tres cepas de E. coli y se analizaron cada uno de los 

tiempos con geles SDS-PAGE de manera individual, mismos que fue teñidos con 

azul de Coomassie.  

Luego de observar los patrones presentes en los geles de poliacrilamida, se 

procedió a realizar nuevamente un SDS-PAGE, con muestras del tiempo 2 (Medio 

y Pastilla celular) para las tres cepas y posterior al SDS-PAGE, se realizó un 

Western Blot, donde las proteínas del gel se electrotransfirieron a una membrana 

de nitrocelulosa a 80 V durante 1 hora, manteniendo el buffer de transferencia a 

una temperatura de 4°C. Al terminar, la membrana se tiñó con rojo de Ponceau, 

para corroborar la presencia de la rTcENO y después se lavó con agua tridestilada 

estéril hasta remover el colorante. La membrana se bloqueó con leche 

descremada al 4% (p/v) diluida en PBS estéril pH 7.5 durante 1 hora a 37°C, y se 

realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% (PBS-T) de 10 minutos cada 

uno. Posteriormente, se incubó la membrana durante 2 horas a 37°C con el 

anticuerpo anti-histidinas (1:5000 en PBS), para luego retirarse con 3 lavados de 

PBS-T; una vez lavada, la membrana se incubó con un anticuerpo secundario IgG 

anti-ratón conjugado con fosfatasa alcalina, (1: 5000) incubándolo durante 1 hora 

a 37ºC, luego el segundo anticuerpo se retiró y se realizaron 3 lavados con PBS-T 

para remover el exceso. Finalmente se añadió a la membrana 1 mL del sustrato 

revelador BCIP/NBT™ de Merck®. 

2.4 Reestructuración del proyecto  
 
A partir de este punto se vieron interrumpidos los trabajos experimentales, 

situación derivada de la pandemia por SARS-Cov-2, y se optó por reestructurar el 

proyecto teniendo en cuenta la incertidumbre sobre la situación sanitaria y el no 

poder volver a los laboratorios de forma presencial a corto plazo. Durante este 

proceso se comenzó a trabajar en la publicación de un artículo de revisión, 

relacionado al tema principal de la enfermedad de Chagas, que fue publicado con 

el título de: “Risk of COVID-19 in Chagas Disease Patients: What Happen with 

Cardiac Affectations?” [55]. 
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2.5 Generación de clústeres de enolasas  
 
Partiendo del gen que codifica para la enolasa de T. cruzi H8, correspondiente al 

DTU I, con número de acceso a GenBank: KC862322.1 y una longitud de 1,151 

pb, es decir la secuencia de la rTcENO obtenida por Carabarín-Lima et al [54], se 

realizó una búsqueda de secuencias en bases de datos generales y 

especializadas, tales como National Center for Biotechnology Information (NCBI) y 

la base de datos especializada en patógenos de la familia Trypanosomatidae 

(TriTrypDB), que pertenece al programa Eukaryotic Pathogen, Vector and Host 

Informatics Resource (VEuPathDB) [56]. La búsqueda se realizó utilizando el gen 

de la enolasa cepa T. cruzi CL Brener con número de acceso: XM_814607.1 como 

templado, en los programas Blastn de NCBI y TriTrypDB; siendo que esta cepa es 

la mejor caracterizada hasta ahora y el gen reportado tiene una longitud de 1,290 

pb. 

En cuanto a NCBI se realizó una búsqueda de secuencias altamente similares 

(megablast) y se seleccionaron las secuencias con el mayor porcentaje de 

identidad, un e-value de 0.0 y una cobertura mayor al 85%. Mientras que para el 

caso de TriTrypDB se utilizaron los criterios de búsqueda en genomas, 

exclusivamente de T. cruzi y sus diferentes DTU’s, en el programa blastn y se 

seleccionaron las secuencias con un e-value de 0.0, un score mayor a 2000, una 

identidad mayor al 95% y 0 gaps en todas las secuencias encontradas.  

Una vez obtenidas las secuencias de ambas bases de datos, se procedió a 

clasificarlas en sus distintos DTU’s, así como a traducir todas las secuencias, de 

DNA a aminoácidos mediante código genético estándar, en el programa 

bioinformático EMBOSS Transeq [57], para luego descargarlas y analizarlas. 

2.6 Obtención de secuencia consenso y modelado por homología  
 

El análisis de las secuencias traducidas se llevó a cabo en el programa Jalview 

[58], considerando las 15 secuencias seleccionadas y se llevó a cabo un 

alineamiento múltiple usando Clustal Omega. Los factores que se analizaron 



40 
 

fueron: la conservación de la secuencia a lo largo de todos los DTU’s disponibles, 

las mutaciones, huecos presentes en las secuencias y las propiedades 

bioquímicas de los aminoácidos basadas en la coloración del esquema Clustal X.  

 

A partir de la secuencia consenso, se procedió a realizar un modelado por 

homología a través de la plataforma SWISS-MODEL [59], usando como plantilla la 

proteína enolasa cristalizada, depositada en la base de datos Protein Data Bank 

(PDB) con código PDB: 4G7F [60], perteneciente al DTU VI, CL Brener. Esta 

proteína cuenta con una secuencia de 429 aminoácidos, de los cuales fueron 

modelados 419, con una resolución de 2.40 Å y obtenida por difracción de rayos 

X. Dentro del modelado por homología, se analizaron características como 

puntuación de: QMEAN, Cβ, todos los átomos de la estructura, el potencial de 

solvatación y de ángulo de torsión, siendo todos entre más cercanos a cero, 

mejores valores; así como valores de calidad local para cada aminoácido de la 

estructura modelo, comparada con el templado, y un gráfico de comparación con 

puntuaciones para estructuras de tamaño similar, pero obtenidas 

experimentalmente. Este programa también muestra un alineamiento entre el 

templado y la estructura modelada, que pueden ser analizadas mediante 

diferentes esquemas de color. Una vez obtenida la proteína modelada, se 

superpusieron tanto la cristalizada, como la modelada, mediante el programa 

UCSF Chimera [61], para analizar sus diferencias a nivel de secuencia y 

estructura. 

Finalmente se obtuvieron una serie de gráficos de Ramachandran, para evaluar y 

validar la calidad del modelado a través de la plataforma SWISS-MODEL, que 

utiliza el programa MolProbity 4.4 [62]. 

 

2.7 Análisis de las propiedades fisicoquímicas, inmunogénicas y 
predicción de epítopes asociados a Células B y T 

Para analizar las características fisicoquímicas, inmunogénicas y la predicción de 

epítopes de la proteína modelada, se usaron programas en línea y servicios 
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bioinformáticos, como ProtParam [63] para conocer las características 

fisicoquímicas de la secuencia; Vaxign 2.0 [64] para evaluar las propiedades 

inmunogénicas, así como los Antígenos Leucocitarios Humanos (HLA) de 

referencia que reconocen la secuencia consenso, en combinación con la 

plataforma Immune Epitope Database (IEDB) [65], para la predicción de epítopes 

del complejo principal de histocompatibilidad tipo I y II (MHC I y II) asociados 

principalmente a la población Latinoamericana, seleccionando solo los epítopes 

con un p-value ≤ 0.01 para ambos casos. La selección y validación de los epítopes 

se realizó en primera instancia por su representatividad en los supertipos de 

HLA’s, y luego por la presencia de sitios de corte proteosomal para el caso del 

MHC-I, a través de la plataforma NetChop 3.1 [66]. 

En cuanto a la presencia de epítopes para células B, la selección y validación se 

realizó con los programas BepiPred 2.0 [67] y Discotope 2.0 [68], mediante un 

análisis de forma lineal y estructural respectivamente, para identificar las regiones 

de la proteína con mayor probabilidad de ser reconocidas por anticuerpos. Para 

tener una mejor identificación de los epítopes para MHC I y II, así como los 

correspondientes a células B, se realizaron visualizaciones por medio del 

programa UCSF Chimera, resaltando sus respectivas regiones. 

2.8 Docking molecular y análisis de interacciones 
 
Se llevaron a cabo estudios de Docking molecular para analizar la afinidad de 

unión entre la proteína modelada y receptores asociados a membrana, 

específicamente los Toll-like Receptors (TLR’s) 2 (PDB ID: 2Z7X) y 4 (PDB ID: 

4G8A), ambos en su forma monomérica. El Docking fue llevado a cabo a través 

del servidor HDOCK [69] el cual reporta más de 100 modelos con base en el 

Docking score, y se seleccionó el de mejor puntuación para ambos casos. Una vez 

seleccionado el modelo, se descargó el archivo en formato “.pdb”; posteriormente 

se subió el mismo archivo a la plataforma PRODIGY [70], la cual indica la energía 

libre de Gibbs (ΔG) o afinidad de unión entre el receptor y la proteína modelada. 

Finalmente, el análisis de las interacciones y la visualización del complejo 
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proteína-receptor, se realizaron utilizando PDBsum [71] y UCSF Chimera 

respectivamente.   

 

 

 

 

2.9 Construcción de Quimera proteica  
 
Con base en los resultados obtenidos, se diseñaron dos quimeras proteicas que 

contienen epítopes predichos, principalmente para células T, siendo seis para el 

MHC-I y siete para el MHC-II; para unir estos epítopes se utilizaron los péptidos 

conectores, también llamados péptidos de fusión: “GPGPG, GGGS y EAAAK” por 

su alta flexibilidad y rigidez respectivamente. Ambas quimeras fueron conformadas 

por una Caperuza (Cap) de tipo 0 (m7G(5’)pppN1pN2p), una secuencia 

Untranslated Region (UTR) con el gen codificante para la β-globina en la región 5’, 

un linker EAAAK, una secuencia Kozak seguida inmediatamente de los epítopes 

CTL y HTL, separados por los linkers GGGS y GPGPG respectivamente, un linker 

EAAAK unido a una UTR con el gen para la α-globina en la región 3’, y finalmente 

una cola poli A de 120-150 bases.  
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3. Resultados  

 

3.1 Purificación de la rTcENO 

Para verificar que la cepa de mantenimiento E. coli DH5α contenía el plásmido, se 

realizaron dos electroforesis, la primera con el DNA plasmídico sin digerir y la 

segunda con el plásmido pRSETB::TcENO (4,000 pb) digerido por las enzimas 

Kpn I y Hind III (Figura 8),  mismas que liberaron el segmento correspondiente al 

gen para la rTcENO. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Extracción y restricción del plásmido pRSETB::TcENO; A) Electroforesis sin 
digerir, Carril 1: MPM Generuler 1kb, Carril 2: pRSETB::TCENO sin digerir y Carril 3: 
pRSETB::TCENO; B) Electroforesis del plásmido digerido por las enzimas Kpn I y Hind III, 
Carril 1: MPM Generuler 1kb Plus, Carril 2: pRSETB::TCENO digerido con Kpn I, Carril 3: 
pRSETB::TCENO digerido parcialmente con Kpn I y Hind III.  
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Una vez que se verificó la presencia del plásmido, se llevó a cabo una 

transformación en la cepa E. coli BL21(DE3) pLysS, para continuar con una 

expresión inducida y purificación de la proteína rTcENO, que fue analizada con un 

SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie (Figura 9) junto a sus respectivos 

controles a lo largo del proceso de expresión y purificación, con un peso 

aproximado de 46.5 kDa.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Perfil electroforético de la purificación para la rTcENO, y sus diversos controles a 
lo largo del proceso; Carril 1: MPM All Blue™, Carril 2: No inducido, Carril 3: Inducido, 
Carril 4: Eluido 1, Carril 5: Eluido 2, Carril 6: Eluido 3, Carril 7: Wash, Carril 8: Strip, Carril 
9: Pastilla, Carril 10: Extracto. 

 

3.2 Análisis con distintos fondos genéticos  
 
Se procedió a realizar un análisis con una curva de crecimiento para las cepas de 

E. coli pLysE, Star y Rosetta, todas previamente transformadas con el plásmido 

pRSETB::TcENO, en 50 mL de medio LB, inducido con IPTG a 1mM, en donde se 

realizaron tres mediciones de DO, cada una en intervalos de 1 hora, graficando los 

..1            2            3            4           5          6           7           8            9           10. 
MPM         N.I.       Inducido      E 1           E 2         E 3        Wash       Strip       Pastilla       Ext.     

37 kDa 

50 kDa 
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resultados desde el tiempo 0 (No inducido), hasta el tiempo 3 (Inducido) (Gráfica 1 

y Tabla 2, respectivamente).  

 

Gráfica 1. Datos de crecimiento bacteriano para las cepas, en tiempo 0 (no inducido) y 
tiempos 1-3 (inducido).    

 

Tabla 2. Datos obtenidos para las distintas cepas de E. coli. 

DO en cepas 
 

 

 

 

 

 

Posteriormente se realizó el mismo proceso de purificación descrito anteriormente 

con las tres cepas de E. coli y se analizaron cada uno de los tiempos con geles 

SDS-PAGE de manera individual, mismos que fue teñidos con azul de Coomassie 

(Figuras 10, 11 y 12).  

 

Horas pLysE Star Rosetta 

0 0.435 0.6 0.39 No Inducido 

1 0.95 1.081 0.685 . 

2 1.7 1.417 1.079 Inducidos 

3 2.166 1.602 1.406 . 
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Figura 10. Perfil electroforético de la purificación de la rTcENO con la cepa E. coli pLysE, 
y distintos tiempos a lo largo del proceso; Carril 1: MPM All Blue™, Carril 2 y 3: No 
inducido S y P, Carril 4 y 5: Inducido T1 S y P, Carril 6 y 7: Inducido T2 S y P, Carril 8 y 9: 
Inducido T3 S y P. Sobrenadante (S) y Pastilla (P). 

 

 

Figura 11. Perfil electroforético de la purificación para la rTcENO con la cepa E. coli Star, 
y distintos tiempos a lo largo del proceso; Carril 1: MPM All Blue™, Carril 2 y 3: No 
inducido S y P, Carril 4 y 5: Inducido T1 S y P, Carril 6 y 7: Inducido T2 S y P, Carril 8 y 9: 
Inducido T3 S y P. Sobrenadante (S) y Pastilla (P). 

..1         2          3           4          5          6           7         8          9         
MPM      N.I. S       N.I. P          I. 1 S         I. 1 P       I. 2 S           I. 2 P       I. 3 S        I. 3 P       

..1         2          3           4          5          6           7         8          9         
MPM      N.I. S        N.I. P          I. 1 S       I. 1 P       I. 2 S        I. 2 P        I. 3 S          I. 3 P       
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Figura 12. Perfil electroforético de la purificación para la rTcENO con la cepa E. coli 
Rosetta, y distintos tiempos a lo largo del proceso; Carril 1: MPM All Blue™, Carril 2 y 3: 
No inducido S y P, Carril 4 y 5: Inducido T1 S y P, Carril 6 y 7: Inducido T2 S y P, Carril 8 
y 10: Inducido T3 S y P. Sobrenadante (S) y Pastilla (P). 
 

 

Nuevamente se realizó un SDS-PAGE, con muestras del tiempo 2 (Sobrenadante 

y Pastilla celular) de las tres cepas y posteriormente se usó para la técnica de 

Western Blot, donde fue revelado usando anticuerpos anti-histidinas e IgG anti-

ratón acoplado a fosfatasa alcalina, usando como sustrato 1 mL del sustrato 

revelador BCIP/NBT™ de Merck® (Figura 13). 

 

 

..1          2          3           4         5         6           7           8                   10         
MPM        N.I. S        N.I. P        I. 1 S        I. 1 P       I. 2 S         I. 2 P            I. 3 S                     I. 3 P       
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Figura 13. Membrana de nitrocelulosa con la rTcENO de las tres cepas. Carril 1: MPM, 
Carril 2 y 3: E. coli Rosetta T2 Medio y Pastilla, Carril 4 y 5: E. coli Star T2 Medio y 
Pastilla, Carril 6 y 7: E. coli pLysE T2 Medio y Pastilla. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

..  1         2          3          4         5            6          7  .          
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3.3 Clústeres de enolasa de T. cruzi 

La búsqueda en bases de datos arrojó un total de 15 secuencias codificantes para 

la Enolasa de T. cruzi, 13 provenientes de la base de datos TriTrypDB y 2 

pertenecientes a NCBI (Tabla 3). Las 15 secuencias son pertenecientes a distintas 

DTU’s (I-VI), a excepción del DTU IV, debido a que no se encontraron secuencias 

disponibles para esta cepa.  

 
Tabla 3. Secuencias codificantes para Enolasas seleccionadas de la base de datos 
pública (n=15; 13 en TriTrypDB y 2 en NCBI*). 

DTU 

I II III IV        V                  VI 

Dm 28c Esmeraldo 231  Bug2148 TCC 

Jrcl 4 Y    Marinkellei B7 

Sylvio X10/1 Ycl6    TulaCl2 

Brazil A4     CL Brener Non-Esmeraldo-like 

H8 *     CL Brener * 

5 3 1 0 1 5 

 
Una vez identificadas las secuencias a utilizar, estas fueron traducidas a 

aminoácidos mediante el programa EMBOSS Transeq, por código genético 

universal, obteniendo un total de 429 aminoácidos para todas las secuencias, a 

excepción del DTU H8, que debido a su menor cantidad de nucleótidos (1,151 pb), 

codifica para 384 aminoácidos (Figura 14).   

 
>EMBOSS_CLBrener 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

>EMBOSS_H8 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFTSAAHGAEVYRSLRASSESTQMVNVGDEGGFAPPITDINEPLP

ILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQ

DDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWSVMV

SHRSGETEDTYIADLVVSX 

Figura 14. Secuencias aminoacídicas de enolasa. Como ejemplo las secuencias de a.a. 
de los DTU’s CL Brener (429 aa) y H8 (384 aa) que fue la única secuencia corta. La 
primera usada como referencia. 
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3.4 Secuencia consenso 
 
Todas las secuencias alineadas presentaron una longitud de 429 aa, excepción 

del DTU H8, que presentó 384 aa, esta diferencia se vio reflejada en el 

alineamiento mostrando 4 gaps y una terminación en la posición 388, debido a un 

codón incompleto representado por una “x” (Figura 16) sin embargo, la mayoría 

de las secuencias presentaron una alta identidad y conservación, casi del 100% a 

lo largo de la secuencia aminoacídica. El DTU Marinkellei B7, fue la cepa que 

mostró más mutaciones puntuales en 14 posiciones, seguida del DTU 231, que 

solo presentó una mutación en la posición 308. También podemos observar una 

mutación constante en la posición 330, donde 7 DTU’s presentaron Treonina (T) 

incluyendo la secuencia de referencia y 8 presentaron Metionina (M). Debido a 

esta última variación, la secuencia consenso resultante presentó una M (en rojo) 

en la posición 330, de un total de 429 aminoácidos (Figura 15).  También se 

analizó la secuencia mediante el esquema de colores Clustal X, que dividió los 

aminoácidos en 9 categorías por colores, mostrando sus propiedades bioquímicas, 

cargas y conservación a lo largo del alineamiento, esto con el fin de apreciar mejor 

las características de las secuencias (Figura 17).  

  

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKG

CLNAVKNVNDVLAPALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAA

RKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMG

AEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDS

AASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFAGI

TEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWS

VMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPA

WS 

Figura 15. Secuencia consenso de la enolasa de T. cruzi, con longitud de 429 
aminoácidos. Se puede apreciar en rojo la mutación constante (TxM) en la posición 330 
de la secuencia aminoacídica, presente en las 8 de las 15 secuencias de enolasa 
analizadas respecto a la enolasa de referencia CL Brener. 
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Figura 16. Alineamiento múltiple tipo Clustal Omega de las secuencias correspondientes a la proteína enolasa de distintos DTU’s de 
T. cruzi, en donde se resalta su conservación. 



52 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Alineamiento múltiple coloreado por el esquema Clustal X, del programa Jalview para las secuencias correspondientes a 
la proteína enolasa de distintos DTU’s de T. cruzi analizadas en este estudio. 
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3.5 Modelado por homología 
 
Con base en la secuencia consenso de 429 aminoácidos, se procedió a realizar un 

modelado por homología en la plataforma SWISS-MODEL, con la plantilla de una 

enolasa de T. cruzi DTU CL Brener, lo cual arrojó una identidad de 99.77%, con 

respecto a la plantilla con código PDB: 4G7F, así como diversos valores que 

estiman la calidad del modelado, tales como el QMEAN (grado de natividad o 

autenticidad) de -0.28, siendo entre más cercano a cero un mejor valor, así como 

buenos valores Cβ, interacción entre todos los átomos de la estructura, el 

potencial de solvatación y de ángulo de torsión (Figura 18) y el (Global Model 

Quality Estimation) GMQE, de 0.96, siendo entre más cercano a uno, un valor más 

fiable; también se obtuvieron valores de calidad local para cada aminoácido, 

mostrando la similitud esperada de los residuos correspondientes al modelo (eje 

X), con la posición de residuos en la estructura (eje Y), siendo los residuos con 

puntuación menor a 0.6, considerados de baja calidad (Figura 19). El programa de 

modelado también muestra una gráfica de comparación, con una puntuación en la 

proteína modelo de: Z-score <1, que se compara con puntuaciones de estructuras 

experimentales de tamaño similar, utilizando como referencia el valor normalizado 

de QMEAN (Figura 20). 

Al comparar ambas secuencias aminoacídicas se pudo observar una alta similitud, 

tanto por el esquema de color con base en la puntuación QMEAN, coloreando de 

naranja las regiones con baja puntuación y de azul las que presentaron una 

puntuación ideal (Figura 21). También se observa una similitud bajo un esquema 

de color a nivel de estructuras secundarias, mostrando diversas laminas beta y 

alfa hélices en regiones idénticas de ambas secuencias, a lo largo de casi toda la 

proteína modelada (Figura 22). 
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Figura 18. Valores obtenidos por el modelaje en Swiss-Model. 
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Figura 19. Gráfico de calidad local entre el modelo y la estructura cristalizada. 

Figura 20. Comparación del QMEAN de la proteína modelada, con otras estructuras 
obtenidas experimentalmente. 
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Figura 21. Alineamiento entre ambas secuencias proteicas, modelo de secuencia 
consenso (Model_02) y templado de la proteína 4G7F, usando el esquema de color 
QMEAN, marcado en naranja las regiones con baja puntuación.  

 
 
 
 
 
 

 
Figura 22. Alineamiento entre ambas secuencias proteicas, modelo de secuencia 
consenso y templado de la proteína 4G7F, usando el esquema de color para estructuras 
secundarias, en verde laminas beta y en morado hélices alfa.  
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Estas similitudes también se pueden apreciar en el modelo 3D, que corresponde a 

la proteína modelada, tanto bajo el esquema QMEAN, donde se identifican dos 

regiones de color naranja correspondientes a 10 aminoácidos, y el estructural que 

muestra alfa hélices y betas plegadas (Figura 23).  

Una vez obtenida la proteína modelada bajo el formato PDB con sus diversos 

puntajes y análisis, se procedió a analizarla mediante el programa UCSF Chimera, 

superponiendo la estructura original correspondiente a la proteína cristalizada 

4G7F, con la estructura modelada, dando un valor Root-Mean-Square Deviation 

(RMSD), de 0.068. En este alineamiento estructural se obtuvo nuevamente una 

identidad de 99.77%, sin embargo, el alineamiento muestra una región de 10 

aminoácidos faltantes en la estructura cristalizada así como también se aprecia el 

único cambio aminoacídico entre ambas secuencias, en la posición 330 (Figura 

24). Los aminoácidos faltantes en la estructura cristalizada se pueden apreciar 

ausentes mediante la representación 3D de la superposición (Figura 25), 

correspondientes a las regiones 39 a 42 y 260 a 265, con los aminoácidos “A, S, 

T, G y T, F, K, S, P, E” respectivamente, mismos cuyas regiones se encuentran de 

color rojo en la proteína modelada superpuesta. También se puede apreciar una 

región coloreada en amarillo, que corresponde al único cambio aminoacídico de 

una Metionina por una Treonina (Figura 26). 

Finalmente se analizó la estructura modelada mediante 4 gráficos de 

Ramachandran (General, Glicina, Prolina y Pre-prolina) (Figura 27), donde se 

obtuvieron valores de MolProbity, puntaje general de Ramachandran y uniones 

deficientes en la estructura (Tabla 4). 
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Figura 23. Representación 3D de la proteína modelada a partir de la secuencia consenso; lado izquierdo bajo el esquema de color 
QMEAN; lado derecho, bajo esquema de coloración estructural para laminas beta y alfa hélices.  
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Figura 24. Secuencias aminoacídicas de ambas proteínas 4G7F y Model_02 (Enolasa consenso), correspondientes a la enolasa de 
T. cruzi. en 39-42 y 260-265 a.a. faltantes e recuadro blanco la mutación T por M 
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Figura 25. Acercamiento a las regiones 39 - 42 (A) y 260 - 265 (B), con los aminoácidos “A, S, T, G y T, F, K, S, P, E” 

respectivamente.   

A B 
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4G7F 

Proteína modelada  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 26. Superposición de ambas estructuras proteicas, con la región amarilla correspondiente a la sustitución por Metionina en la 
posición 330 y en rojo las regiones faltantes en la estructura 4G7F.  
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Tabla 4. Valores reportados por MolProbity referentes a la proteína modelada, los 
valores con (*) se reportan como errores, debido a una resolución inferior a 3Å en la 
proteína plantilla, según lo indicado por el programa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 27. Gráficos de Ramachandran correspondientes a: A, Grafico general (sin prolina, ni glicina); B, Grafico exclusivo de glicina; 
C, Grafico exclusivo de prolina; D, Grafico de aminoácidos que preceden inmediatamente a la prolina en la secuencia. 

Puntajes Valores obtenidos Valores ideales 

 MolProbity 0.93 0 

Clash 0.61 0 

General de Ramachandran 96.49% >98% 

Atípicos de Ramachandran 0.70% <0.2%* 

Atípicos de Rotameros  0.87% <1%* 

Uniones malas 1/3317 0 D 

C B A 
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3.6 Análisis de las propiedades fisicoquímicas e inmunogénicas 

Los resultados del análisis para las propiedades fisicoquímicas e inmunogénicas 

comenzaron con el uso de la plataforma especializada ProtParam, que indica 

valores cruciales, tales como el peso molecular, horas de vida media en distintos 

organismos y su estabilidad (Tabla 5); en cuanto a las características 

inmunogénicas, la plataforma principal fue Vaxign 2.0, de la cual se obtuvieron 

valores de adhesión, ubicación y puntaje Vaxign-ML, que indica la probabilidad de 

ser un buen antígeno vacunal. 

 
Tabla 5. Valores reportados por las plataformas ProtParam y Vaxign 2.0, para la proteína 
modelada. 

 

 

De igual forma se utilizaron Vaxign 2.0 e IEDB, para la predicción de epítopes del 

MHC-I y II, usando HLA’s de referencia, principalmente para población 

Latinoamericana. Se obtuvieron más de 1,500 combinaciones posibles para cada 

complejo principal de histocompatibilidad, y con base en su p-value ≤ 0.01, se 

seleccionaron seis epítopes para MHC-I, y siete para MHC-II, mostrando tres 

regiones empalmadas con epítopes para MHC-I (Figura 28). Los epítopes 

correspondientes al MHC-I, se analizaron a través de la plataforma NetChop 3.1, 

donde se identificó la presencia de corte proteosomal en estas regiones (Tabla 6).  

Programas Valores obtenidos Valores ideales 

ProtParam 46,474.05 Da (Peso molecular) 
5.92 (Punto Isoeléctrico teórico) 

50 (Residuos cargados positivamente Arg + Lys) 
55 (Residuos cargados negativamente Asp + Glu) 

C2049H3279N563O631S18 (Fórmula) 
6,540 (Átomos totales) 

30, >20 y >10 (Horas de vida media en mamíferos, 
levadura y bacteria respectivamente) 

39.77 (Índice de inestabilidad, estable) 

N/A  
N/A 
N/A 
N/A 
N/A 
N/A 

 
N/A 
<40 

 
 

Vaxign 2.0 0.2 (Adhesión) 1 
Vaxign 2.0 1.0 (Ubicación citoplasmática o superficie) 1 
Vaxign 2.0 91.7 (Puntaje Vaxign–ML) ≥90 
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En cuanto a los epítopes para células B, se utilizaron las plataformas BepiPred 2.0 

y Discotope 2.0 por separado, realizando un análisis lineal y estructural 

respectivamente, ambos mostraron cinco regiones similares con alta probabilidad 

de ser reconocidas por anticuerpos (Tabla 7), con tres regiones empalmadas con 

uno o más epítopes para HLA’s. Para tener una mejor perspectiva e identificación 

de los epítopes para MHC- I y II, así como los correspondientes a células B, se 

realizaron visualizaciones por medio del programa UCSF Chimera, resaltando las 

respectivas regiones (Figuras 29, 30 y 31, respectivamente). 

 

 

 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKG

CLNAVKNVNDVLAPALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAA

RKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMG

AEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDS

AASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFAGI

TEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWS

VMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPA

WS* 

__ MHC-I  __ MHC-II        Cel B  

Figura 28. Secuencia consenso de 429 aminoácidos con epítopes resaltados, en color 

rojo epítopes del MHC-I, verde epítopes correspondientes al MHC-II e indicados con 

flecha los que se encuentran empalmados, y en líneas negras epítopes para células B. 
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Tabla 6. Epítopes de enolasa para MHC- I y II reportados por Vaxign 2.0  

 
 

Tabla 7. Epítopes de enolasa para células B reportados por BepiPred 2.0 y Discotope 2.0 

Epítopes B Tamaño Empalme con epitopes HLA 

EILDSRGN 8 Si (2) 

DDKRRYLG 8 No 

KKKYGQDAVN 10 No 

DENKKQYNLT 10 Si (2) 

FKSPEATW 8 Si 

 

 

El análisis realizado por Vaxign 2.0, incluye un mapa mundial con el porcentaje de 

protección predicha, con base en los HLA’s de referencia, para cada país o región. 

Se muestran los epítopes de la proteína enolasa modelada que pueden unirse al 

MHC- I o II de células T, y la información disponible en la base de datos IEDB para 

evaluar su potencial como antígeno protector. El mapa muestra una excelente 

protección, principalmente para gran parte de Latinoamérica, con la mayoría de 

sus regiones con un 100% de protección predicha (Figura 32). 

 

 

 

 

 

MHC- I Corte 

proteosomal  

 HLA  

Supertipos 

MHC- II HLA 

Supertipos 

MTIQKVHGR 4 A68, A33, A31, 

A11 

GCSMAISKAAAARKG DPA1, DPB1, DRB5, 

DRB1, DRB3 

GTKEVRLPV 4 A68, A30, A01 KDELQQSTLDKLMRD DPA1, DPB1, DRB5 

NVNDVLAPA 3 A02, A68 KQYNLTFKSPEATWV DRB5, DRB1 

KLMRDLDGT 4 A02 RFAICMDSAASETYD DRB1 

RSGETEDTY 2 A30, B58, B15 REILDSRGNPTVEVE DRB1, DQA1, DQB1 

RTAKLNQLL 4 A24, B58, B57 MTIQKVHGREILDSR DRB3, DQA1, 

DQB1, DPA1, DPB1 

   FQEFMIAPVKAGSFN DRB1, DQA1, DQB1 
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Figura 29. Estructura de enolasa consenso con epítopes MHC- I resaltados, mostrando seis epítopes detallado en la Tabla 6. 
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Figura 30. Estructura de enolasa consenso con epítopes MHC- II resaltados, mostrando siete epítopes detallado en la Tabla 6. 
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Figura 31. Estructura de enolasa consenso con epítopes para Células B resaltados, mostrando cinco epítopes, detallados en la 

Tabla 7. 
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Figura 32. Mapa global de protección virtual usando la proteína enolasa modelada completa, con base en los HLA’s de cada región y 

su población.  
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3.7 Docking molecular e interacciones proteína-receptor 
 

El análisis de Docking o acoplamiento molecular entre la proteína modelada y los 

TLR’s 2/4, realizado con HDOCK reportó más de 150 modelos posibles por cada 

receptor y con base en un sistema arbitrario de puntuación llamado Docking score, 

se seleccionaron los de mejor puntaje, siendo -249.7 y -262.99 respectivamente, 

ambos modelos fueron descargados en formato .pdb, visualizados con UCSF 

Chimera (Figuras 33 y 34, respectivamente) y enviados al servidor PRODIGY 

que indicó la energía libre de Gibbs (ΔG) y la Constante de disociación (Kd) a 

25°C, ambas mostrando alta probabilidad de unión entre el receptor y la proteína 

modelada (Tabla 8).  

Tabla 8. Valores reportados por las plataformas de Docking molecular 

 HDOCK                                 PRODIGY 

Receptor (PDB) Docking 
score 

Energía de afinidad 
ΔG (kcal/mol) 

Constante de disociación 
Kd (M) 25°C 

TLR 2 (2Z7X) 

TLR 4 (4G8A) 

-249.7 

-262.99 

-18.1 

-18.6 

5.0E-14 

2.5E-14 

 

Para obtener una mejor visualización de las interacciones entre la proteína 

modelada y los TLR’s, se analizaron los archivos de acoplamiento generados en 

HDOCK por medio de la plataforma PDBsum, mostrando información más 

detallada, así como diagramas con distintas interacciones de ambos archivos de 

acoplamiento molecular. El análisis entre la proteína modelada acoplada al TLR 2 

mostró únicamente nueve interacciones de puentes de sal entre la cadena A 

(Enolasa consenso) y la cadena C (TLR 2), así como ocho y siete residuos 

interactuando respectivamente en una área de 2003 y 1884 Å2 para la cadena A y C 

(Figura 35); en cuanto al análisis con el TLR 4, se mostraron tres puentes salinos, 

ocho puentes de hidrógeno y 257 uniones débiles, 36 residuos de la cadena A 

(Enolasa consenso) interactuando con 38 de la cadena B (TLR 4), en una área de 

1980 y 1950 Å2 para la cadena A y B (Figura 36). Finalmente se visualizaron ambos 

acoplamientos por medio del programa UCSF Chimera, para resaltar y visualizar 

estructuralmente los puntos de contacto en las interacciones de ambos archivos.  
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Figura 33. Diferentes ángulos del Docking molecular entre TLR 2 (café) y enolasa consenso (magenta) 
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Figura 34. Diferentes ángulos del Docking molecular entre TLR 4 (cian) y enolasa consenso (magenta) 
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Figura 35. Resultados del análisis PDBsum, A) Esquemas con tipo y numero de interacciones entre residuos de la cadena A y 

cadena C; B) Visualización de puntos de contacto para puentes salinos, entre TLR 2 (café) y enolasa consenso (magenta) 

A 

B 
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Figura 36. Resultados del análisis PDBsum, A) Esquemas con tipo y número de interacciones entre residuos de la cadena A y 
cadena B; B) Visualización de puntos de contacto, puentes salinos, H-H y uniones débiles entre TLR 4 (cian) y enolasa consenso 
(magenta)
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3.8 Quimera basada en epítopes 

Con base en los resultados obtenidos por las distintas plataformas y programas 

bioinformáticos se procedió a realizar el diseño manual de dos quimeras, con la 

información correspondiente a los epítopes para el MHC- I y II. La estructura de la 

primera quimera en dirección 5’ a 3’ presenta una caperuza de tipo 0, una 

secuencia UTR con la información necesaria para la β-globina, un conector 

proteico de tipo rígido EAAAK, una  secuencia Kozak seguida inmediatamente de 

seis epítopes CTL para MHC- I detectados con la plataforma Vaxign 2.0 y 

separados por conectores GGGS, nuevamente un conector EAAAK unido a una 

UTR con el gen correspondiente a la α-globina en la región 3’, unida a una cola de 

poli A de 120 – 150 pares de bases (Figura 37).  

 

 

 

 

 

 

 

MTIQKVHGRGGGSNVNDVLAPAGGGSKLMRDLDGTGGGSGTKEVRL

PVGGGSRSGETEDTYGGGSRTAKLNQLL 

Figura 37. Estructura general de la quimera proteica con epítopes para el MHC- I 

 

En cuanto a la segunda quimera su diseño fue similar, partiendo de una caperuza 

tipo 0 en la región 5’ seguida de una UTR codificante para la β-globina, un 

conector proteico de tipo rígido EAAAK, una secuencia Kozak unida a siete 

epítopes HTL para MHC-II también detectados a través de los análisis 

bioinformáticos, estos fueron separados por conectores GPGPG entre cada 

epítopes, seguidos de un conector EAAAK unido a una UTR con la información 

para la α-globina en la región 3’, unida a una cola de poli A de 120 – 150 pares de 

bases (Figura 38).  

(m7G(5’)pppN1pN2p) 
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MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEGPGPGKDELQQSTLDKLMRDGPGP

GGCSMAISKAAAARKGGPGPGFQEFMIAPVKAGSFNGPGPGRFAICM

DSAASETYDGPGPGKQYNLTFKSPEATWV        

Figura 38. Estructura general de la quimera proteica con epítopes para el MHC-II, 
incluyendo regiones pertenecientes al MHC-I, subrayadas 
 

4. Discusión de resultados  

 

Trypanosoma cruzi fue identificado hace más de 110 años, como el agente 

causante de la enfermedad de Chagas [1], y ha tomado una gran importancia 

epidemiológica en México, América Latina y el mundo. Esta enfermedad es 

endémica en diversas regiones de Latinoamérica y México, se caracteriza por 

generar diversos problemas gastrointestinales y cardiacos, tales como 

megacolon/esófago y cardiopatía chagásica crónica [17] dependiendo del tipo de 

DTU presente en la enfermedad [27], [55], siendo que en México predomina el 

linaje TcI, asociado a tropismo cardiaco [25]. De manera general la enfermedad 

presenta dos fases, iniciando con una fase aguda, pudiendo durar de 15 a 40 días 

y en muchos casos no existen síntomas, pero pueden llegar a presentarse el 

chagoma y signo de Romaña, como signos patognomónicos; también pueden 

producirse muertes súbitas derivadas de miocarditis grave [31]. Posterior a esta 

fase aguda, se presenta la fase crónica que se subdivide en asintomática y 

sintomática, donde se encuentran el 70 y 40% de infectados respectivamente, 

como se puede observar en la Figura 6, durante la fase asintomática el paciente 

desconoce de su condición, lo cual puede facilitar la transmisión de la enfermedad, 

(m7G(5’)pppN1pN2p) 
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una vez identificada la patología se clasifica como sintomática o diagnosticada, y 

se pueden o no presentar cardiomiopatías, megasíndromes y trastornos 

cardiodigestivos [72], [73]. 

El primer caso de Chagas en México fue reportado por primera vez en 1940 [5], 

desde entonces han sido pocos los esfuerzos para mitigar las afectaciones e 

infecciones por T. cruzi en el mundo y especialmente México, tanto así que ha 

sido clasificada por la OMS como una NTD’s [7], esto aunado a una evidente 

ausencia de medicamentos efectivos y proyecciones de hasta 5.5 millones de 

infectados [12] hacen urgente y necesaria la búsqueda de alternativas de carácter 

profiláctico para la tripanosomiasis americana.   

 

El planteamiento original de este trabajo estuvo orientado hacia la investigación 

experimental con base en el enfoque de vacunología reversa, que aprovecha el 

uso de herramientas bioinformáticas para la predicción de antígenos potenciales, 

abaratando costos, tiempo y dilucidando nuevos antígenos incapaces de encontrar 

con metodologías tradicionales; una de las principales limitantes de esta 

metodología es que por ahora, reduce el análisis a proteínas expuestas en 

superficie, reconocidas por el sistema inmunológico [74]. Aprovechando esta 

característica y partiendo del trabajo realizado por Carabarin-Lima et al., 2014  [54] 

se utilizó a la Enolasa, una metaloenzima multifuncional con código E.C. 4.2.1.11 

que cataliza la deshidratación reversible de D-2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato 

[75], esta proteína muestra diversos motivos conservados en su sitio catalítico. Se 

llevaron a cabo estudios experimentales e in silico, donde se amplificó, clonó, 

secuenció y purificó a la enolasa, también fue identificada una región 

transmembranal que sugiere una localización en superficie, de igual manera 

fueron predichos epítopes para linfocitos B y linfocitos T citotóxicos, sugiriendo el 

desarrollo de respuestas inmunes de tipo humoral y celular [54] por lo que se 

propone a la enolasa como un buen inmunógeno. En estudios posteriores se 

detectó la presencia de anticuerpos anti-rTcENO en sueros de ratones 

inmunizados experimentalmente con la rTcENO, demostrando que la enolasa 

recombinante purificada fue reconocida por los sueros de ratones; estos 
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resultados indican que la rTcENO tiene propiedades inmunogénicas para 

estudiarse y proponerse como candidato para el desarrollo de una vacuna. 

 

Con base en estos resultados se procedió a verificar, clonar, expresar y purificar a 

la rTcENO inicialmente en células de E. coli BL21(DE3) pLysS y se analizó 

mediante un SDS-PAGE mostrado en la Figura 9, donde se identificó a la rTcENO 

por medio de su peso molecular aproximado. Una vez identificada la presunta 

proteína de interés, se realizó una evaluación de curva de crecimiento en las 

cepas E. coli Star, Rosetta y pLysE, todas previamente transformadas con el 

plásmido pRSETB::TcENO, donde la cepa pLysE mostró un mayor crecimiento 

celular en menor tiempo registrado en la Gráfica 1. Una vez identificado el tiempo 

de crecimiento celular, se procedió a analizar la producción de rTcENO para cada 

una de las cepas, utilizando geles SDS-PAGE individuales teñidos que se pueden 

observar en las Figuras 10, 11 y 12, mostrando nuevamente una banda 

aproximada de 46.5 kDa, presuntamente correspondiente a la rTcENO en todas 

las cepas pero con diferentes intensidades entre ellas, lo cual podría pero no 

necesariamente indicar diversos niveles de producción proteica, para analizar esto 

se realizó un Western Blot con muestras del tiempo 2 de cada cepa, mismo que 

fue revelado con anticuerpos anti-histidinas que se unen a la etiqueta presente en 

la rTcENO y un anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina, el resultado 

de este ensayo se puede observar en la Figura 12, que muestra una disminución 

de la intensidad en el bandeo, siendo E. coli Rosetta la cepa que mejor produce la 

proteína y confirma la presencia de la rTcENO por la unión altamente especifica 

de anticuerpos. Esta discrepancia entre el tiempo de crecimiento celular de la cepa 

Rosetta, misma que necesitó un mayor tiempo para aumentar su densidad celular 

y a su vez produjo la mayor cantidad de rTcENO, pudiera explicarse con el uso de 

codones raros presentes en la secuencia del gen, ya que al provenir de un 

parásito, pudiese necesitar mayor tiempo para su correcta traducción, y verse 

favorecida por las características de E. coli Rosetta. 
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El siguiente paso lógico en el proyecto contemplaba la purificación a mayor 

volumen de la rTcENO utilizando la cepa E. coli Rosetta, sin embargo, esto se vio 

interrumpido abruptamente derivado de la pandemia ocasionada por el virus 

SARS-Cov-2, y se optó por reestructurar el proyecto ante la posibilidad de no 

poder volver a los laboratorios de forma presencial a corto plazo. Durante este 

proceso se realizó la publicación de un artículo de revisión, relacionado al tema 

principal de la enfermedad de Chagas, enfocado a las cardiopatías, y que fue 

publicado con el título de: “Risk of COVID-19 in Chagas Disease Patients: What 

Happen with Cardiac Affectations?” [55]. 

 

El cambio global realizado en esta tesis se puede observar en el diagrama de 

Estrategia experimental, y teniendo en cuenta que aún, cuando T. cruzi presenta 

una reproducción asexual y por tanto sus variaciones a nivel genético deberían ser 

mínimas, se ha encontrado una diversidad genética considerable y discreta, que 

se ve principalmente asociada en el tropismo hacia músculo cardiaco u otros 

órganos, dependiendo del tipo de DTU presente en la infección. Por ello, el 

objetivo principal ha sido proponer una secuencia consenso de la proteína 

enolasa, proveniente de la mayor cantidad disponible de cepas o DTU’s, para su 

uso como vacuna, evaluando principalmente sus propiedades inmunogénicas a 

nivel bioinformático, buscando conferir protección contra la mayoría de las 

variantes conocidas. Diversos estudios validan el uso de herramientas 

bioinformáticas en la búsqueda de nuevas vacunas, desde el uso de TriTrypDB 

para la búsqueda confiable de nuevos antígenos en T. cruzi, por parte de Michel-

Todó L. et al., 2019 [76]. 

 

Teniendo en cuenta lo anterior y a partir de las bases de datos NCBI y TriTrypDB, 

se obtuvieron 13 y 2 secuencias de la enolasa, respectivamente, pertenecientes a 

casi todos los DTU’s conocidos y se muestran en la Tabla 3, como se puede 

observar no se encontraron secuencias para el DTU IV, y esto se explica por la 

constante asociación de esta variante con perros, así como otros mamíferos 

domésticos en regiones altamente aisladas como el Chaco Paraguayo [77], y por 
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tanto la falta de estudio a nivel de secuenciación de genoma. Después, las 

secuencias se tradujeron a aminoácidos, usando el código genético universal, lo 

cual supone una ventaja pensando, en la expresión de esta proteína usando un 

código genético más convencional en fondos genéticos de E. coli, y resultando en 

429 aminoácidos para 14 secuencias de 1,290 pb, mientras que la secuencia 

inicial de referencia contenida en el plásmido pRSETB::TcENO, es decir, la 

correspondiente a la variante H8 tiene 1,151 pb, que codifican para 384 

aminoácidos, por tanto y buscando una mayor fiabilidad, la cepa de referencia 

pasó a ser la correspondiente a la CL Brener, ya que es la variante más estudiada 

a nivel mundial. La diferencia entre ambas variantes se puede observar en la 

Figura 14, mientras que las secuencias aminoacídicas de todos los DTU’s se 

encuentran en el Anexo 1.  

 

Luego de contar con las 15 secuencias aminoacídicas, se procedió a realizar un 

alineamiento múltiple mediante Clustal Omega, para poder obtener una secuencia 

consenso y poder observar las diferencias entre los DTU’s, siendo la variante 

Marinkellei B7, la que mostró más mutaciones puntuales, con 14 a lo largo del 

alineamiento y que se pueden observar en la Figura 16, también es importante 

mencionar que se identificó una mutación constante en la posición 330, donde 

siete DTU’s presentaron Treonina (T) y ocho presentaron Metionina (M), al final, la 

secuencia consenso presentó una M en la posición 330, de un total de 429 

aminoácidos. Una vez que se contó con la secuencia consenso, se realizó un 

modelado por homología en la plataforma SWISS-MODEL, utilizando como 

plantilla la estructura cristalizada de la enolasa de T. cruzi DTU CL Brener (PDB: 

4G7F), que mostró una identidad de 99.77% a nivel de secuencia, y valores de 

QMEAN: -0.28, GMQE: 0.96, que indican el grado de natividad o autenticidad y 

calidad del modelo global, respectivamente. Al respecto, el modelado por 

homología realizado por Vedamurthy G. et al., 2019 [78] en la misma plataforma 

muestra valores de GMQE: 0.72, identidad de 46.89% y general de 

Ramachandran de 98.5%, mientras que la enolasa consenso obtuvo GMQE: 0.96, 

identidad de 99.77% y general de Ramachandran de 96.49%. Estos datos indican 
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que el modelado es altamente fiable, y se ven confirmados con una gráfica de 

comparación mostrada en la Figura 20, que utiliza el valor QMEAN del modelo, y 

lo compara con el obtenido por estructuras experimentales cristalizadas de tamaño 

similar, mostrando valores ideales, así como el gráfico de comparación local, 

visualizado en la Figura 19, que solo arroja dos regiones menores a 0.6 (mala 

calidad), mismas correspondientes a las regiones 39 a 42 y 260 a 265, con los 

aminoácidos “A, S, T, G y T, F, K, S, P, E” respectivamente, y que se pueden 

apreciar bajo la representación 3D y el esquema de coloración QMEAN de la 

Figura 23, coloreando de naranja estos diez aminoácidos, que a pesar de ser 

idénticos en secuencia lineal, no se encuentran en la estructura cristalizada, pero 

si los podemos apreciar en la Figura 25. Aún con esta ausencia a nivel estructural, 

la superposición de ambas estructuras muestra un RMSD de 0.068, que también 

valida la similitud entre ambos modelos, y solo se muestra un cambio a nivel de 

aminoácido en la posición 330, que parece no afectar a la estructura de alfa hélice 

y se aprecia de color amarillo en la Figura 26. Finalmente, el análisis de la 

estructura con gráficos de Ramachandran, mostró un valor general de 96.49%, 

frente a un ideal de 98%, sin embargo, este valor se puede explicar por la 

ausencia de las regiones mencionadas, que estarían dejando sin plantilla a los 

aminoácidos del modelo, entre ellos, una glicina que por su flexibilidad, pudiese 

contribuir a una conformación teórica, que resulte en un impedimento estérico; otro 

valor importante es el MolProbity Score, que indica un valor global del modelado, 

con base a todos los datos obtenidos, siendo en este caso de 0.93 y que entre 

más cercano a cero, pero menor a la resolución del templado (2.40 Å), será un 

mejor valor.  

 

Después de tener una validación por diversos programas y puntajes 

bioinformáticos, se realizaron análisis de las propiedades fisicoquímicas con la 

plataforma ProtParam, indicando un peso molecular ya esperado, también horas 

de vida media en distintos organismos y su estabilidad de 39.77, siendo ambas 

ideales para procesos de purificación. En cuanto a las características 

inmunogénicas, fueron analizadas por la plataforma Vaxign 2.0, obteniendo un 
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valor de adhesión ideal, una ubicación citoplasmática esperada y un puntaje 

Vaxign-ML de 91.7, que indica la probabilidad que tiene la enolasa consenso de 

ser un buen antígeno vacunal, con base, en bancos de datos de inmunógenos 

probados experimentalmente. Usando en combinación la plataforma IEDB, se 

predijeron los epítopes para MHC-I y II, con más de 1,500 combinaciones iniciales 

para ambos casos, utilizando los HLA’s de referencia para población 

Latinoamericana; eligiendo inicialmente aquellos con un p-value ≤ 0.01, luego 

descartándolos por su representatividad en los supertipos de HLA’s, y finalmente 

por la presencia de sitios de corte proteosomal para el caso del MHC-I. Los 

resultados fueron seis epítopes para MHC- I y siete epítopes para el MHC-II, que 

se aprecian en forma lineal en la Figura 28, con los HLA’s seleccionados en la 

Tabla 6. Estos resultados, indicaron tres epítopes MHC- II empalmados con 

regiones de epítopes MHC- I, lo cual, podría coadyuvar a generar una respuesta 

inmune completa de tipo humoral y celular. También se identificaron epítopes para 

células B, por análisis de tipo lineal y estructural, donde ambos mostraron cinco 

regiones, que se pueden apreciar en la Tabla 7, con alta probabilidad de ser 

reconocidas por anticuerpos, y mostrando empalme en tres regiones con uno o 

más epítopes correspondientes a HLA’s. Para tener una mejor perspectiva e 

identificación de los epítopes para MHC- I y II, así como los correspondientes a 

células B, se realizaron visualizaciones 3D, por medio del programa UCSF 

Chimera, resaltando las respectivas regiones en las Figuras 29, 30 y 31, donde se 

puede apreciar que la mayoría se encuentran en la parte exterior de la enolasa 

consenso, lo que facilitaría su reconocimiento. El análisis por Vaxign 2.0, también 

muestra un mapa mundial con el porcentaje de protección predicha para cada país 

o región, con base en los HLA’s de referencia usados, los epítopes de la proteína 

modelada que puedan unirse al MHC-I o II de células T y la información disponible 

en la base de datos IEDB para evaluar que tan buen antígeno protector pudiera 

ser. El mapa puede observarse en la Figura 32, y muestra una excelente 

protección, principalmente para gran parte de Latinoamérica, con la mayoría de 

sus regiones mostrando un 100% de cobertura predicha. El análisis de las 

propiedades inmunogénicas y predicción de epítopes realizado por Ong E. et al., 
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2020 [79] muestra una revisión de diversas vacunas para SARS-CoV-2 en 

desarrollo, a través de la plataforma Vaxign, mostrando valores Vaxign-ML >90 

para tres proteínas, mientras que otro estudio realizado por Khan M. et al., 2021 

[80] muestra la obtención de 18 epítopes a través de la plataforma IEDB, 

enfocados a poblaciones especificas acordes a su HLA, estas plataformas son por 

excelencia las más usadas en el diseño e investigación de nuevos antígenos, sin 

embargo, el reciente desarrollo de la plataforma Vaxign 2.0 combina las dos 

plataformas anteriores, mostrando valores validados por ambos servidores. En el 

caso de la enolasa modelada se obtuvo un Vaxign-ML de 91.7, una cobertura casi 

total para HLA’s representativos de Latinoamérica, así como un total de 18 

epítopes validados de forma lineal y estructural. 

 

Una vez definidas las regiones de interés, se procedió a realizar un análisis de 

Docking molecular, entre la proteína modelada y los TLR’s 2/4, utilizando las 

plataformas HDOCK y PRODIGY, mismas que mostraron más de 150 modelos 

para cada uno y eligiendo los mejores acoplamientos con base en el Docking 

score, que se pueden observar en las Figuras 33 y 34. Estos ensayos arrojaron 

valores de ΔG: -18.1 y Kd: 5.0E-14 para el TLR 2, así como ΔG: -18.6 y Kd: 2.5E-

14 para el TLR 4. Un análisis de Docking molecular realizado por Saha R. et al., 

2021 [81] reporta valores para ΔG de hasta -19.9, similares a los obtenidos en 

este trabajo, estos datos sugieren una alta probabilidad de unión entre el receptor 

y la proteína modelada, por lo tanto, una probable activación de respuesta inmune 

innata, a nivel de receptores asociados a membrana, que pudiera coadyuvar a la 

eliminación del parásito en el huésped, a través, de la producción de citocinas 

proinflamatorias como TNF-α e IFN-γ, que a su vez puede estimular la producción 

de especies reactivas de nitrógeno. Finalmente, se realizó un análisis con la 

plataforma PDBsum, con información más detallada y diagramas con las 

interacciones presentes entre ambas proteínas, mostrando únicamente nueve 

interacciones de puentes salinos entre la cadena A (Enolasa consenso) y la 

cadena C (TLR 2), en el segundo análisis se mostraron tres puentes salinos, ocho 

puentes de hidrógeno y 257 uniones débiles entre la cadena A (Enolasa 
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consenso) y la cadena B (TLR 4). Ambas interacciones se pueden apreciar en las 

Figuras 35 y 36. El análisis a detalle de las uniones presentes en los 

acoplamientos, describe cuantitativa y cualitativamente las uniones, siendo 

especialmente altas para el TLR 4, con numerosas interacciones de tipo 

electrostático y Van der Waals, esta información refuerza la probable interacción 

necesaria para activar los receptores, ya que estas interacciones son 

fundamentales para la estabilización del complejo proteico, que desemboca en 

una respuesta inmune innata, que puede activar una respuesta inmune adaptativa 

inmediata.  

Al tener identificados los epítopes con mayor probabilidad de activar una 

respuesta inmune que ayude a la eliminación de T. cruzi, se inició con el diseño 

manual de dos quimeras proteicas que pudiesen proponerse como potenciales 

vacunas de mRNA. La primera quimera, con epítopes para el MHC- I se puede 

observar en la Figura 37, que consta principalmente de una caperuza tipo 0 que 

ayuda a aumentar la inmunogenicidad, también contiene una secuencia Kozak, 

con el objetivo de facilitar el reconocimiento y por tanto la iniciación de la 

traducción, luego la región CDS contiene los epítopes separados por un conector 

GGGS, indicado por su flexibilidad en epítopes de hasta nueve aminoácidos, 

también se encuentran dos regiones UTR que flanquean la quimera, con los genes 

codificantes para β-globina y α-globina, que ayudan a generar una mayor 

estabilidad y aumentar la traducción [82]–[84] Para el caso de la segunda quimera 

se siguió la misma estructura, a excepción de los epítopes, que en este caso son 

correspondientes al MHC- II, pero debido a su longitud, algunos de ellos se 

empalman con epítopes para MHC-I, como se aprecia en la Figura 38, separados 

por conectores GPGPG, que brindan una mayor flexibilidad, necesaria en epítopes 

de mayor longitud. El diseño de ambas quimeras ha sido de manera general, ya 

que se necesitan evaluaciones in silico más profundas para proponer una 

estructura más detallada, sin embargo, y basándonos en los resultados obtenidos 

los epítopes propuestos muestran un considerable potencial para continuar 

estudiándose y proponerse como vacuna. El diseño de ambas quimeras proteicas 

que contienen los epítopes más representativos de la enolasa consenso se realizó 
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de forma manual, ya que es una propuesta basada en estructuras diseñadas y 

validadas por distintos autores como Saadi M. et al., 2017; Srivastava S. et al., 

2018; Michel-Todó L. et al., 2019; He J. et al., 2020; Khan M. et al., 2021; Saha R. 

et al., 2021 [76], [80], [81], [85]–[87], siguiendo recomendaciones enfocadas al uso 

de péptidos de fusión, genes estabilizadores y potenciadores de traducción, así 

como el uso de caperuza tipo cero para potenciar la respuesta inmune. Si bien los 

análisis con las herramientas bioinformáticas, por distintos grupos de investigación 

no son exclusivos de T. cruzi, sino que abarca otros modelos, esto puede validar 

su uso que cada vez está más presente en el desarrollo de vacunas y búsqueda 

de nuevos antígenos, mismos que necesitan complementarse a través de 

investigación y validación in vitro e in vivo. 

 

El tipo de respuesta inmune ideal para la eliminación de T. cruzi en humanos aún 

no está completamente dilucidado, pero diversos estudios sugieren una respuesta 

tipo Th1 como fundamental para la eliminación del parásito [73], así como una 

respuesta inmune humoral que coadyuve con la producción de citocinas 

proinflamatorias como TNF-α, IL-2 e IFN-γ [88], que a su vez estimulen la 

producción de especies reactivas de nitrógeno [73], así como la producción de 

anticuerpos para la eliminación del parásito en torrente sanguíneo [88]. Los 

resultados obtenidos en este trabajo identifican a los epítopes seleccionados y 

especialmente a la enolasa consenso modelada, como serios candidatos a brindar 

protección contra la enfermedad de Chagas, a través de la activación de una 

respuesta inmune Th1/Th2, presentando hasta ahora una inmunogenicidad teórica 

ideal contra casi todas las cepas conocidas de T. cruzi. Sin embargo, se requiere 

realizar más estudios complementarios tanto in silico como in vitro e in vivo, para 

confirmar que la enolasa consenso o las quimeras proteicas propuestas puedan 

conferir inmunidad frente a una infección por T. cruzi.  
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Conclusiones  

▪ Se generó una secuencia consenso de enolasa con base en 15 secuencias 

independientes de diversos DTU’s representativa para T. cruzi. 

▪ Se modeló la secuencia consenso con valores ideales que sugieren un 

modelado de calidad. 

▪ La enolasa modelada muestra propiedades inmunogénicas ideales para 

una respuesta inmune de tipo celular y e innata.  

▪ La proteína modelada muestra los epítopes necesarios que predicen 

teóricamente una protección ideal contra T. cruzi y para la mayoría de 

regiones endémicas de esta enfermedad. 

▪ Los epítopes seleccionados y contenidos en las quimeras mostraron una 

buena representatividad para la población latinoamericana.  

▪ La enolasa consenso modelada y las quimeras proteicas sugieren con base 

en sus resultados teóricos una protección potencial contra la infección de T: 

cruzi. 

 

Perspectivas  

 
➢ Profundizar en el diseño y validación in silico de las quimeras proteicas, 

para luego analizarlas a nivel in vivo. 

➢ Sintetizar el gen de la enolasa consenso para realizar evaluaciones de 

expresión y purificación proteica.  

➢ Evaluar y analizar la respuesta inmune conferida por la enolasa consenso 

de manera experimental en ratones.  
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Anexos  

 

Anexo 1. Secuencias proteicas de Enolasa  
 
>EMBOSS_H8 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFTSAAHGAEVYRSLRASSESTQMVNVGDEGGFAPPITDINEPLP

ILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQ

DDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWSVMV

SHRSGETEDTYIADLVVSX 

>EMBOSS_Dm28c 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

>EMBOSS_Sylvio 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

>EMBOSS_JRcl4 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

>EMBOSS_A4 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_YC6 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_Esmeraldo 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP
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CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_Y 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_231 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITETLKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_2148 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_CLBrener 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_Nonesmeraldo 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_TCC 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_B7 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQTTLDKLMRDLDGTPNKGKLGANAILGCSMAISKAAAARNGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAASFSEALRMGAEVYHSLKNIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN
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EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDAAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYVKWASEYPIVSLED

PYDQDDFEGFAGLTEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKMAVEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMANGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGSGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

>EMBOSS_Tulacl2 

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL

APALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKEVRLPVP

CFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDIN

EPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLED

PYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGW

SVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS* 

 

Anexo 2. Esquema de colores Clustal X y composición aminoacídica  
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