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RESUMEN



1. Resumen

Este trabajo de tesis se basa en un estudio in silico para determinar la interaccion de la
polidopamina-enolasa de Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas
para determinar si es posible su potencial aplicacion en un inmunoensayo de flujo lateral
para el diagndstico de esta misma patologia. También es considerado el desarrollo,
validacion y determinacion de la confiabilidad una encuesta breve para recabar
informacion y relacionarla con eventualidades que incrementen el riesgo de interactuar
con los vectores de esta enfermedad: Triatoma barberi'y Triatoma longipennis, vectores
pertenecientes a la localidad de IzGicar de Matamoros, Puebla. El docking molecular fue
realizado en AutoDock, y los datos recabados de la encuesta fueron tratados mediante el
estadistico Chi cuadrado. Los resultados del acoplamiento molecular mostraron una
relacion positiva para la interaccion con polidopamina y los datos obtenidos de la encuesta
permitieron determinar que los factores socioecondmicos se relacionan positivamente con
el incremento del vector de manera intradomiciliaria, la estacion del ano muestra una
relacion leve con el avistamiento del vector y el cambio de uso de suelo no muestra una

asociacion para el avistamiento del vector en la localidad de estudio.

Abstract

This work is based on an in-silico study to determine the interaction of polydopamine-
enolase from Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, to determine its
potential use in a lateral flow immunoassay for the diagnosis of this pathology. The
development, validation, and reliability determination of a brief survey to collect
information and relate it to eventualities that increase the risk of interacting with the
vectors of this disease, Triatoma barberi and Triatoma longipennis, vectors belonging to
the IzGicar de Matamoros, Puebla locality, are also considered. The molecular docking
was performed using AutoDock, and the survey data collected were analyzed using the
chi-square statistic. The results of the molecular docking showed a positive relationship
for the interaction with polydopamine, and the survey data allowed determining that
socioeconomic factors are positively related to the intradomiciliary increase of the vector.
The season of the year showed a weak relationship with vector sightings, while land use

change did not show an association with vector sightings in the study locality.



2. Introduccion

La enfermedad de Chagas (ECH) esta incluida dentro de las enfermedades desatendidas
o Enfermedades Tropicales Olvidadas (ETO). El agente etioldgico de esta enfermedad es
el protozoo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) presente en sus vectores, algunas especies de
insectos hematofagos (chinches) del género Triatoma y Rodius (Guhl, F., 2017). La ECH
puede trasmitirse directamente por la contaminacion de la herida con heces de su vector
cuando este deyecta mientras se alimenta, y de manera indirecta en la transmision vertical,
por transfusiones de sangre u 6rganos infectados, de manera oral por la ingesta de
alimentos contaminados con heces/orina del parasito y también hay indicios de

transmision por via sexual (Becerril, 2014; Bern et al., 2011; Espinoza et al., 2010).

La ECH es una antropozoonosis distribuida de manera endémica en algunos paises de
América Latina incluyendo México, y en algunas regiones del sur de Estados Unidos
(Bern et al., 2011; Hubalek, 2003). Asi mismo, se ha reportado su presencia en zonas no
endémicas que incluyen paises como Suiza, Japon, Reino Unido, Francia, Espafia

(Antinori et al., 2017; Imai et al., 2019).

Hoy en dia, segin la OMS, son de 6 a 7 millones las personas infectadas con ECH
alrededor del mundo. Sin embargo, este dato Uinicamente considera los casos positivos
registrados y reconocidos por los sistemas de salud de los paises endémicos por lo que la
seroprevalencia es infradiagnosticada (Arnal et al., 2019). A pesar de los esfuerzos que
se han realizado para erradicar esta enfermedad, algunos de ellos con cierto grado de éxito
como la implementacion de control de vectores (Juarez et al., 2018), la actual fase de
globalizacién en la que vivimos, incrementa el peligro de la diseminacion de esta

enfermedad tanto en zonas endémicas como no endémicas.

Las pruebas de diagnostico disponibles para la deteccion de la ECH incluyen métodos de
deteccion directos (MDD) que detectan al parasito (A. W. Ferreira & de Avila, 1995) e

indirectos una vez establecida la infeccion con la activacion del sistema inmunologico.

Tanto los MDD y los MDI no son completamente eficaces y la mayoria de estas pruebas
no han sido disefiadas para ser utilizadas en los niveles primarios de salud, ni en los
entornos de salud rural. Estas inconsistencias pueden deberse a que atin no se cuenta con

un antigeno universal para el diagnostico de todas las Unidades Discretas de Tipificacion



(DTU) de T. cruzi dado el polimorfismo del parésito en el huésped y ademas de la
variabilidad de las DTU distribuidas en todas las zonas endémicas. Debido a lo anterior,

hasta el momento no hay un estandar universal con 100% de sensibilidad/especificidad.

Un punto de mejora con respecto a los métodos de diagnostico actuales es la creacion de
nuevas herramientas de diagnostico de facil aplicacién que permitan acortar el tiempo de
espera de los resultados sin descuidar la confiabilidad de estos y que se puedan realizar
en el punto de atencion (POC) o lugares cercanos a él. Los Inmunoensayos de Flujo
Lateral (IFL) son una alternativa so6lida aplicable a esta oportunidad de mejora dado que
por la practicidad que tienen no requieren la especializacion de técnicos para utilizarlos,
pueden ser realizados en el POC sin la necesidad de pasar por tramites y solicitudes del
laboratorio central de analisis y gracias a esto pueden ser llevados a centros de salud en
comunidades rurales en zonas endémicas de la ECH brindando un beneficio a la sociedad
pero sobre todo a la sociedad vulnerable que es la mas afectada por esta enfermedad

tropical olvidada.

Una enzima de gran interés para determinar la ECH podria ser la enolasa del parésito en
cuestion. Esta enzima es clave en la via glucolitica ya que cataliza la reaccion reversible
de deshidratacion del 2-D-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato + H>O y podria ser un factor
de patogenicidad debido a la interaccion de esta con algunas proteinas de la matriz
extracelular de las células del huésped (Carabarin-Lima et al., 2014). Para demostrar su
efectividad, la enzima debe estar inmovilizada en un soporte que asegure la retencion de
su actividad bioldgica. Un polimero que ha sido muy utilizado para la retencion de
biomoléculas es la polidopamina, aunque no se conoce la naturaleza de la polidopamina,
se admite que contiene grupos quinona, catecol y aminas(Allende Sanchez, 2012). Estos
grupos funcionales pueden resultar eficientes para el anclaje de la enolasa; para
corroborar lo anterior, en esta tesis se propone realizar un estudio in silico de la
interaccion entre la enolasa y la dopamina, enfocado al desarrollo de un IFL para la
deteccion de Chagas. Asi mismo, se aborda la relacion entre los factores
ambientales/sociales que favorecen la distribucion del vector de esta enfermedad en las
zonas endémicas como lo es Izucar de Matamoros, Puebla a través de encuestas. Esta
informacion siendo importante para conocer la situacion y pronostico de esta enfermedad

en nuestra region.
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3. Planteamiento del problema

En afios recientes y debido al cambio climatico, algunas ETO han logrado extenderse a
territorios mas alejados de las cuales se consideran endémicas, aunado a lo anterior,
debido al constante crecimiento demografico y el incremento de la migracion, dichas
enfermedades se han establecido fuera de sus zonas endémicas tomando relevancia en
paises en donde no se presentaban casos confirmados. Una de estas ETO es la zoonosis
conocida como la Enfermedad de Chagas que tiene como agente etioldgico al parasito
Tripanosoma cruzi, perteneciente al reino Protista. Las enfermedades tropicales olvidadas
y mucho mas aun, las enfermedades zoonoticas son un problema complejo en donde
interviene el parasito en cuestion en interaccion con el medio ambiente-animal-humano
dado que se requiere un ciclo continuo para poder persistir en el medio ambiente y seguir

ocasionando enfermedades a los humanos.

En la actualidad aiin hay ausencia de un estandar de oro para el diagndstico de dicha
enfermedad en etapas tempranas donde todavia es curable, una vez alcanzada la etapa

crénica de dicha enfermedad es imposible de curar.

La enolasa como posible componente antigénico brinda una posible via para cubrir el
requisito de antigeno universal y una metodologia basada en un inmunoensayo de flujo
lateral tipo sandwich podria acortar los tiempos de respuesta. No obstante, se necesita
realizar investigacion respecto a si es viable el uso de esta enzima en el desarrollo de
dispositivos analiticos, principalmente aquellos en el formato de pruebas rapidas como

los IFL.

Por otra parte, considerando los aspectos sociales de esta investigacion debemos
considerar que si hay actividades humanas que favorezcan la presencia del vector dentro
o en zonas aledafias a los habitantes de la zona de estudio y ademds determinar si los
factores socioecondmicos favorecen o no la presencia del vector de manera

intradomiciliaria.
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4. Preguntas de investigacion

e Tecnoldgicas:

(Como interactuan los grupos funcionales quinona, catecol y aminas presentes en la

polidopamina con los aminoacidos estructurales de la enzima enolasa de 7. cruzi?
e Sociales:

(Existird una relacion entre los factores ambientales/sociales que favorecen la

distribucioén del vector en las zonas endémicas como lo es Iziicar de Matamoros, Puebla?

5. Hipotesis

e Tecnologica

Los grupos funcionales catecol, amina y quinona presentes en la polidopamina
interaccionardn de manera positiva con los aminoacidos estructurales de la enzima

enolasa permitiendo su retencién e inmovilizacidon sobre su estructura.
e Social

La informacion recabada a partir de encuestas en [zacar de Matamoros, Puebla permitira
intuir cuales son los factores que han permitido el avistamiento de los triatominos de

manera intradomiciliaria o en alrededores de esta localidad.
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6. Justificacion

En la actualidad no se cuenta con un estandar de oro para el diagnostico de la Enfermedad
de Chagas en ninguna de sus dos etapas, sin embargo la OMS recomienda un algoritmo
de diagnostico con al menos 2 pruebas de diagndstico con diferente principio, aunado a
todo esto las pruebas no se pueden aplicar en el lugar de atencion, se requiere de un tiempo
de espera mayor para recibir resultados cuando el laboratorio central de andlisis tiene que
procesar muestras con mayor prioridad y ademas de esto, mucha gente no tiene acceso a
los centros de analisis cuando hablamos de clinicas en comunidades rurales aumentando

el costo para poder obtener un diagnéstico de la ECH.

Debido a la alta necesidad de encontrar un estandar de oro para el diagndstico de la ECH
y el latente incremento de casos no detectados, es necesario crear nuevos métodos de
diagnostico que permitan detectar a la ECH que sean altamente sensibles, especificos y
de rapida respuesta. Para esto en este trabajo se propone determinar la funcionalidad de
la polidopamina en la inmovilizacion de un elemento biologico como la enolasa del
parésito que permita la deteccion de anticuerpos anti 7. cruzi que sea altamente sensible,

especifica y de rapida respuesta.

Entre los beneficios que puede generar los resultados de esta tesis esta el desarrollo de
conocimiento basico que no ha sido explorado hasta el momento, y que sera enfocado a
la elaboracion de un Inmunoensayo de Flujo Lateral (IFL) que permita el diagnostico de
Chagas de manera eficiente, rapida y especifica. Esta prueba permitird la atencion médica
inmediata en zonas rurales y de dificil acceso, donde no existen las condiciones necesarias
para implementar laboratorios especiales para el diagndstico de esta patologia asi que el

beneficio econdmico y social se encuentra implicito en este trabajo.

También es considerada una encuesta breve para buscar recabar datos y relacionarlos con
el avistamiento/la migracion del vector de dicha enfermedad dentro o en alrededores de
los domicilios de las personas que viven en la comunidad de Izicar de matamoros, Puebla,
zona considerada de mayor prevalencia con respecto a seropositividad de dicha

enfermedad.
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7. Objetivos
a. Objetivo general
Evaluar de manera in silico la interaccion entre el polimero de la dopamina y la enolasa
de Trypanosoma cruzi para conocer su viabilidad en la construccion de un IFL.
b. Objetivos especificos
Elaborar un docking molecular tipo: proteina-ligando para identificar las interacciones

intramoleculares que ocurren entre la polidopamina y la enzima enolasa.

Identificar a partir de los valores de energia de acoplamiento la mejor interaccion posible

para evaluar las interacciones aminoacidicas de ocurrencia.

Determinar si hay interacciones con secuencias aminoacidicas que traducen a epitopos de
linfocitos T y B que interfieren con la inmunogenicidad de la enolasa de T. cruzi para

identificar si es posible utilizar a la polidopamina en la optimizacion de un IFL.

c. Objetivo social

Elaborar una encuesta estructurada que permita identificar si hay factores que permitan
el avistamiento del vector de la ECH con mayor frecuencia de manera intradomiciliaria o

en alrededores en la zona endémica como lo es Izicar de Matamoros, Puebla.
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8. Marco Teorico
a. Antecedentes/Paleo parasitologia de 7. cruzi

La Enfermedad de Chagas (ECH) es una antropozoonosis descubierta en el afio 1909 por
el Doctor Carlos Ribeiro Justiniano Chagas en Brasil, pero si nos remontamos a periodos
de tiempo anteriores no se tiene conocimiento exacto desde el punto de vista
parasitoldgico de cudnto tiempo llevamos coexistiendo con esta enfermedad. Para poder
entender el origen de las infecciones por parasitos se cred una ciencia interdisciplinaria
que nace de la parasitologia y la paleontologia llamada paleoparasitlogia (Chao et al.,

2020).

La paleoparasitologia se puede definir como la ciencia que se encarga del estudio de
parésitos en restos antiguos y la interrelacion que tienen con sus hospederos y vectores
para asi poder rastrear el origen de ciertas enfermedades parasitarias lo que brinda mucha
informacion de la paleoepidemiologia, ecologia y filogénesis de las enfermedades

infecciosas (Araujo et al., 2013; Khodkar et al., 2018).

Antes de la fecha de descubrimiento de la ECH y gracias al avance de la paleoparasitlogia
se puede confirmar la presencia de esta parasitemia mucho antes cuando ain existian
poblaciones noémadas en Brasil y partes de Latinoamérica llegando a la conclusion que el
humano se unio al ciclo de vida del parasito 7. cruzi tan pronto cuando logré arribar al

continente americano (L. F. Ferreira et al., 2011).

Un récord de diagnostico de esta enfermedad data hace 9000 afios en un estudio de ADN
por la técnica de PCR que buscaba identificar restos de ADN de Trypanosoma cruzi
presente en momias del norte de Chile y el sur de Pert con fechas que databan entre 9000
afos antes del presente (7050 a. C.) hasta aproximadamente la fecha de la conquista
espafiola que ocurrio en el afio 1519 (450 d. C). En este estudio un total de 283 momias
fueron analizadas para buscar restos de ADN del parasito en cuestion y un total de 115
momias resultaron positivas para 7. cruzi arrojando un porcentaje de seropositividad de

40.63% (Aufderheide et al., 2004; Chao et al., 2020).



b. Ciclo de Vida de T. cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario parasitario que involucra un ciclo de vida complejo
en el que intervienen sus vectores en interrelacion con sus hospederos mamiferos, el
parasito en cuestion ha logrado evolucionar a lo largo del tiempo para desatollar
huéspedes definitivos y lograrse adaptar al sistema inmunoldgico de ellos para poder
evitar ser eliminado por ¢él, la continuacion de este ciclo de infecciones asegura la

persistencia del parasito en el medio ambiente (Salassa & Romano, 2019).

Durante el ciclo de vida 7. cruzi presenta 3 estados morfologicos: epimastigote,
tripomastigote y amastigote. La forma de epimastigote resulta ser no infectiva para
humanos y esta se desarrolla dentro del vector cuando se alimenta de sangre contaminada
con parasitos, los tripomastigotes ingeridos cuando el vector se alimenta se diferencian
en epimastigotes en el intestino medio del insecto, se multiplican y diferencian en

tripomastigotes que son deyectados en las heces del vector.

El ciclo de vida del parasito en el huésped comienza cuando el vector pica al huésped y
durante su alimentacion defeca sobre la piel, por consiguiente, las heces portan al parasito
en forma de tripomastigote y por contaminacion mecanica por rascado las heces llegan a
la herida permitiendo la entrada del parasito al organismo. Trypanosoma cruzi en la forma
de tripomastigote metaciclico coloniza las células circundantes a la herida
diferenciandose en una tercera etapa conocida como amastigote, estos amastigotes se
reproducen por fision binaria dentro de las células colonizadas y se diferencian en una
forma de tripomastigote sanguineo produciendo la lisis de la celular y liberacion del
parasito a células circundantes de la herida y torrente sanguineo permitiendo extenderse
por el organismo a otros organos como: corazdn, es6fago e intestinos para seguir
permitiéndole repetir este ciclo dentro del huésped mamifero. En esta parte del ciclo se
encuentra involucrado el humano y en consecuencia los sintomas originados por este ciclo
ocasionan la patologia conocida como la Enfermedad de Chagas (Cantey et al., 2019;

Patel, 2020).



¢. Vias de Transmision

Las vias de transmision de la Enfermedad de Chagas pueden dividirse en 2: La trasmision
por via directa y via indirecta. La transmision por via directa involucra la mayoria de las
infecciones de la ECH, es la que ocurre solamente en zonas endémicas con la presencia
de vectores (Insectos hematdfagos). También se puede considerar como trasmision por
via directa el consumo de alimentos contaminados con heces del parasito que han
ocasionado algunos brotes en Latinoamérica en paises como Brasil en las cuidades de
Teutona, Catol¢ de Rocha y Santa Catarina. Esto se puede corroborar de manera
experimental con un estudio que demuestra que el parasito 7. cruzi puede persistir en
zumos de jugos manteniéndose infectivo por determinado tiempo (K. S. Pereira et al.,

2009; Toso M et al., 2011).

La transmision por via indirecta ocurre en zonas tanto endémicas como no endémicas,
pero ha tomado relevancia en zonas no endémicas debido al incremento de migracion de
personas portadoras de esta parasitemia. Los mecanismos de transmision de la via
indirecta abarcan desde la trasmision vertical (de madre a hijo), la transfusion de sangre
y trasplante de 6érganos de pacientes contaminados con la ECH (Kransdorf et al., 2014;

Sasagawa et al., 2015)(Whitman JD, Bulman CA et al., 2019).

d. Etapas de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas puede dividirse en 2 fases clinicas que son: La Fase aguda (FA)
y la fase cronica (FC). El periodo de incubacion de la ECH dura en promedio de 7 a 14
dias pudiéndose extender mas tiempo en el caso de trasmision por transfusion de 6rganos
o paquetes globulares tardando hasta 4 meses en incubarse. La transmision vertical ocurre
durante el segundo o tercer trimestre de gestacion (Edwards et al., 2019). Después de Este
periodo de tiempo da comienzo a la FA de la enfermedad que se caracteriza por la
parasitemia alta de 7. cruzi. Generalmente esta etapa pasa desapercibida debido al cuadro
clinico inespecifico que presenta y cuando presenta sintomatologia suele remitir con el

paso del tiempo, esta etapa dura de 4 a 8 semanas (Patel, 2020).

El cuadro clinico de la FA es generalmente asintomatico y cuando se presenta es leve en
adultos presentando sintomatologias como fiebre, Signos de puerta de entrada del parasito
como lesiones en la piel en el sitio de picadura del vector (Signo de Romana si la

inoculacién ocurre cerca de la conjuntiva), dolor de cabeza, nduseas, vomitos, ganglios



linfaticos agrandados, dificultad para respirar, dolor de musculos, area abdominal o
pecho, diarrea, anorexia, hepatomegalia y/o esplenomegalia presentando un cuadro
inespecifico (Organizacion Panamericana de la Salud (OPS 2016; Patel, 2020). En
mujeres gestantes durante la trasmision vertical se pueden presentar abortos espontaneos,
los bebés nacidos con la ECH pueden presentar bajo peso, baja puntuacion Apgar,
dificultad respiratoria cuando se producen nacimientos prematuros, la hepatomegalia con
o sin esplenomegalia es un sintoma muy comun, anemia, trombocitopenia y manchas
redondas pequefias que aparecen en la piel como consecuencia del sangrado conocidas
como petequias. En casos mas severos los neonatos infectados con la ECH pueden
presentar: meningoencefalitis, neumonitis, miocarditis o una afeccion de prondstico serio
que sucede cuando se acumulan cantidades anormales de liquido en dos 0 mas zonas del
cuerpo de un neonato o feto que es conocida como hidropesia fetal. Alrededor de un 5%

de infantes con Chagas congénito presentaran un desenlace fatal (Edwards et al., 2019).

Después de cursar la FA y con la consiguiente disminucién de la parasitemia presente en
sangre se da una etapa sin manifestaciones clinicas conocida como Fase Cronica (FC) que
puede durar indeterminada a lo largo de la vida del paciente portador de la ECH, pero
alrededor de un 30% de personas infectadas y con el transcurso de hasta mas de 20 afos
alcanzada dicha etapa evolucionara a una FC con presencia de sintomatologia propia

ocasionada por dafios del parasito en el organismo (Matsuda et al., 2009).

El cuadro clinico de La FC se puede manifestar fallas cardiacas relacionadas con el dafio
del parésito al corazén, mega sindromes como megacolon, megaintestino o megaesoéfago
con afecciones en la motilidad y secrecion de estos. La enfermedad de Chagas incluye
sintomatologias como disfagia, odinofagia, regurgitacion y estrefiimiento progresivo y su
complicaciones asociadas como volvulo sigmoideo que es cuando la tltima parte del
colon se tuerce sobre si misma, provocando una obstruccion y poniendo en peligro el flujo
de sangre hacia el colon e isquemia intestinal, problemas comunes durante la evolucion

de la ECH en el aparato digestivo (Matsuda et al., 2009; Patel, 2020).

e. Diagnostico de la Enfermedad de Chagas

Para el diagnostico de la Enfermedad de Chagas se utilizan diferentes métodos y
principios de diagndstico dependiendo la fase de dicha enfermedad. Estos métodos se
dividen en métodos de diagnoéstico directos (MDD) y métodos de diagndstico

indirectos (MDI). Los MDD buscan la presencia del parasito o el ADN de este en las



muestras a analizar, estos métodos de diagndstico son 6ptimos en la FA de la ECH
cuando la carga parasitaria es mayor. Los métodos de diagndstico dptimos para la
deteccion de la ECH en la FA buscan la presencia de parasitos en la sangre en analisis
en fresco o gota gruesa de sangre periférica, para infantes o portadores de la ECH en
los cuales las cargas parasitarias son muy bajas se pueden combinar los andlisis
directos con técnicas de concentracion de las muestras a analizar como la de
microhematocrito usando pequefios tubos capilares o la técnica de microstrout,
generalmente estos andlisis son definitivos pero no pueden ser aplicados directamente
donde se encuentra un posible caso ni mucho menos en zonas rurales en los niveles
primarios de atencion dado que se necesita personal altamente calificado (Carlier et
al., 2011). Otra técnica de relevancia pero que igualmente no puede ser aplicada
directamente en niveles primarios de atencion pero que puede ser usada en la FA y
también se le considera como MDD es la prueba de Reaccion de la Polimerasa (PCR)
que busca la presencia del ADN de Trypanosoma cruzi pero generalmente es aplicada

en areas de investigacion de la ECH (Bargiggia et al., 2018).

Cuando la FA se termina y por consiguiente disminucion de la parasitemia en sangre
los MDI cobran relevancia para el diagndstico de la ECH, los MDI para el diagnostico
de la Enfermedad de Chagas ya no buscan la presencia de parasitos de en la sangre
mas bien, estos buscan la presencia de anticuerpos especificos producidos por el
organismo para intentar frenar la enfermedad. Como la ECH no tiene un estandar de
oro para su diagnostico se sigue un algoritmo de diagnodstico que usa 2 técnicas de
diferentes principio para la confirmacion de dicha enfermedad, los métodos ensayo
de inmunofluorescencia indirecta (IFA); ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) son los preferidos para el diagnostico de dicha enfermedad (Carlier
et al., 2011). Un resultado inconcluso puede requerir una tercera prueba de
diagnéstico para la confirmacion o no de la seropositividad. Una prueba que se puede
mencionar también es el Wester Blot para el diagnostico de la ECH como MI con una
relacion 100%/100% de especificidad/sensibilidad pero tampoco puede ser aplicada
en niveles primarios de atencion, elevando los costos del analisis y no pudiéndose
aplicar en niveles primarios de salud en é4reas rurales, generalmente esta técnica se
encuentra en desarrollo y se usa de manera experimental en centros de investigacion

donde se trabaja con la ECH (Brossas et al., 2021).



f. Tratamientos de la Enfermedad de Chagas

La importancia del tratamiento de la Enfermedad de Chagas radica en que solo puede ser
curada durante la fase aguda de la enfermedad, una vez superando este tiempo y
alcanzando la fase cronica ya no es curable aunado a la inespecificidad de la

sintomatologia durante esta etapa usualmente se diagnostica en la FC de la ECH.

Actualmente solo existen 2 tratamientos aprobados para tratar la ECH que son:
benznidazol ay nifurtimox pero generalmente presentan efectos adversos en adultos
siendo mejor tolerados en neonatos, el éxito del tratamiento se relaciona a su aplicacion
temprana alcanzando tazas de curacion >90% durante la FA (Carlier et al., 2011; Edwards

etal., 2019).

Los tratamientos durante la FC ofrecen resultados poco concluyentes, aunque su
tratamiento se ofrece cuando los beneficios superan las posibles complicaciones,
generalmente durante esta etapa y cuando es sintomatica los tratamientos de la ECH van
dirigidos a detener la progresion de las complicaciones de la ECH. Algunos efectos
secundarios vistos durante la administracion de estos farmacos se relacionan con la
toxicidad de los mismos y van desde dermatitis, polineuropatia periférica, pérdida de
apetito, leucopenia ademas de efectos mutagénicos debido a la interrupcion o rotura de

cromosomas que podrian desencadenar en carcinogénesis (Carlier et al., 2011).

g. Antigenos usados para el Diagnostico de la Enfermedad de Chagas

La deteccion de la ECH siempre estard basada en la deteccion del parasito directamente,
pero en dado caso de no ser posible o una vez alcanzada la fase crénica los métodos de
diagnostico basados en la respuesta inmunologica cobran relevancia y dado el
polimorfismo del parasito podremos clasificar las formas antigénicas en las 2 etapas
presentes en el humano y a las sustancias que excretan/secretan durante su proceso en:
Antigenos de Excrecién/Secrecion de Tripomastigotes (TESA) y Antigenos de

Excrecion/Secrecion de Epimastigotes (ESEA).

Los TESEA y ESEA son moléculas constituyentes de las proteinas formadas por una
cadena de aminoécidos mejor conocidos como polipéptidos. El uso de TESEA ha sido

utilizado en diversos métodos de diagnostico en formatos diferentes, uno convencional



con altas tasas de sensibilidad/ especificidad es el ELISA pero resultando ser caro debido

a la produccion del mismo del método(Berrizbeitia, 2013).

A nivel experimental, en una evaluacion resultan ser mas eficientes los antigenos TESEA

versus los antigenos ESEA (Tandaypan et al., 2016).

Algunos antigenos ya han sido nombrados y utilizados para el diagnostico de la ECH,
pero en general no hay un nombre general para todos, entre algunos citados en literatura

se encuentran:

e La cruzipaina: Una proteasa similar a la papaina, juega un rol muy
importante en el crecimiento del parasito y que se estudia como objetivo
para desarrollo en nuevos tratamientos terapéuticos contra la ECH (Reis et

al., 2007).

e La tripanotiona-glutation tioltransferasa: Esta transferasa puede podria
tomar un rol entre el metabolismo basado en el glutatiéon del huésped en

interaccion con el metabolismo del parésito (Moutiez et al., 1995).

e La proteina de superficie de amastigotes (ASP): Proteina de superficie
que cuando se librera en el citoplasma de las células del huésped activa la
respuesta inmune de los linfocitos T citotoxicos del hospedero (Low et al.,

1998).

e El antigeno repetitivo citoplasmatico (CRA): Antigeno encontrado en
la forma de epimastigote y tripomastigote del parasito y ha sido encontrado
en pacientes chagasicos cronicos ademds de ser purificado y utilizado

como diagnostico de dicha enfermedad (Lorena et al., 2008)

e La exoantigeno cronico (CEA): Aparece durante la fase cronica y se
encuentra latente durante muchos afios después, este antigeno es secretado

por la forma de tripomastigote (Jazin et al., 1995).

e La proteina de choque térmico citoplasmatico (cy-hsp70): Proteina
secretada por el parésito cuando este sufre de estrés (Krautz et al., 1998;

Urményi et al., 2014).



La proteina de union a Ca2+ flagelar (FCaBP): Que genera una
respuesta inmunologia excelente y se encuentra en el flagelo de dicho

parésito en la forma de tripomastigote (Wingard et al., 2008).

La proteina de superficie flagelar (FL-160): Su nombre indica el peso
molecular de 170 kDa, es una proteina secretada por la membrana de 7.

cruzi (Fonseca et al., 2005).

El antigeno flagelar (FRA): es una proteina que se encuentra ligada al
citoesqueleto de Trypanosoma cruzi y junto con CRA ha demostrado

respuesta inmunogénica (Bottino et al., 2013; Vasconcelos et al., 2011).

La proteina de choque térmico del reticulo endoplasmico (grp-hsp78):
Proteina de la familia de las de choque térmico que evaluada también ha

demostrado inmunogenicidad. (Krautz et al., 1998; Urményi et al., 2014).

La proteina de choque térmico de la mitocondria (mt-hsp70): Proteina
que de igual forma es perteneciente a la familia de las de choque térmico

que evaluada también ha demostrado inmunogenicidad (Urményi et al.,

2014).

El antigeno de superficie (SA85-1.1): Como su nombre lo indica, es un
antigeno que se encuentra en la superficie del parésito y que genera una
respuesta de interferon gamma (IFN-vy) durante la infeccion generando una

respuesta inmune robusta hacia el parasito (Millar & Kahn, 2000).

La neuraminidasa de Trypanosoma cruzi (TCNA): Neuraminidasa
involucrada durante el proceso infectivo del parésito hacia las células (M.

E. Pereira et al., 1991).

Y el antigeno GST-SAPA: También conocido como Antigeno
Desprendido durante la Fase Aguda que se ha evaluado para el diagnostico
de esta enfermedad y ha sido usado para dar diagndstico, tratamiento y

seguimiento a neonatos que han nacido o no con la ECH (Gil et al., 2011).



h. Enolasa de Trypanosoma cruzi, su respuesta inmunogénica y polidopamina
como posible potenciador en una prueba de diagnostico en la ECH

La enolasa de Trypanosoma cruzi es una enzima clave en el metabolismo de este parasito

protozoario. La enolasa es responsable de catalizar la conversion del 2-fosfoglicerato en

fosfoenolpiruvato, un paso crucial en la glicélisis, la via metabdlica principal utilizada

por el parasito para obtener energia(Arce-Fonseca et al., 2018).

La enzima enolasa de 7. cruzi ha sido objeto de numerosos estudios debido a su
importancia en la supervivencia y patogénesis de este parasito. Se ha demostrado que la
enolasa de 7. cruzi es esencial para su viabilidad, ya que participa en la produccion de
ATP y en la generacion de intermediarios metabdlicos necesarios para la sintesis de otros

componentes celulares(Arce-Fonseca et al., 2018; Carabarin-Lima et al., 2014).

Ademas de su funcion en el metabolismo, la enolasa de 7. cruzi también ha sido implicada
en otros procesos biologicos. Estudios recientes han demostrado que esta enzima también
tiene propiedades de adhesion y esta involucrada en la interaccion del parasito con las
células del huésped. Se ha observado que la enolasa de T cruzi se expresa en la superficie
del parasito y puede interactuar con moléculas de la matriz extracelular y receptores en
las células del huésped, lo que facilita la invasion y la colonizacién de los tejidos del

huésped(Arce-Fonseca et al., 2018).

Dado que la enzima es esencial para la supervivencia del parasito y no tiene homélogos
en los mamiferos, se en este proyecto se propone evaluar su capacidad inmunogénica in

silico en un docking molecular tipo: proteina-ligando(Feo et al., 1990).

La polidopamina es un polimero sintético formado a partir de la dopamina, un
neurotransmisor presente en el cuerpo humano. Aunque la dopamina es conocida por su
funcion en el sistema nervioso, también puede someterse a reacciones quimicas y formar

el polimero conocido como polidopamina(Liebscher et al., 2013).

La sintesis de la polidopamina implica la oxidacion de la dopamina en presencia de aire
o agentes oxidantes. Durante este proceso, los grupos funcionales de la dopamina
reaccionan entre si y forman enlaces covalentes, generando una red polimérica. La
estructura quimica resultante de la polidopamina estd compuesta por unidades de

dopamina interconectadas(Liebscher et al., 2013; Manzanares-Gomez et al., 2022).



La principal caracteristica de la polidopamina es su capacidad para interactuar y unirse a
diversas sustancias y superficies. Esto se debe a su naturaleza adhesiva, lo que ha llevado
a su utilizacion como recubrimiento en diferentes materiales y sustratos. Puede formar
recubrimientos uniformes y adherentes en superficies metalicas, vidrio, polimeros y
materiales biologicos, lo que le confiere propiedades unicas y diversas aplicaciones y
ademads se confirma que no es un compuesto persistente en el medio ambiente(Yang et

al., 2022).

En el campo de la biomedicina, la polidopamina se destaca por su versatilidad. Puede
interactuar con tejidos bioldgicos y células, lo que la convierte en un material adecuado
para aplicaciones en ingenieria de tejidos, regeneracion celular como: promover la
cicatrizacion de heridas, mejorar la osteointegracion, osteogénesis entre otras
aplicaciones. También mejora la biocompatibilidad de implantes y dispositivos médicos,
reduciendo la respuesta inmune y mejorando su integracion con el tejido circundante(Cai

etal., 2023).

i. Docking Molecular

El docking molecular es una técnica computacional de modelado molecular que se utiliza
para simular la interaccion entre moléculas, en especifico para identificar y analizar los
sitios de union o anclaje entre moléculas de proteinas y compuestos quimicos, el docking
molecular es un método de analisis in silico ampliamente utilizado para predecir la unién

de pequefias moléculas o ligandos a proteinas de interés(Morris & Lim-Wilby, 2008).

El docking molecular ha sido utilizado ampliamente en la identificacion de compuestos
con potencial para el desarrollo de farmacos, la optimizacion de farmacos existentes y la
evaluacion de la afinidad de unidon de compuestos ademas, el docking molecular también
se ha usado con éxito para el disefio de moléculas de pequeio tamafio en la busqueda de
nuevos compuestos con propiedades terapéuticas(Kitchen et al., 2004; Shoichet et al.,

2002).

Sin embargo, a pesar de su utilidad, el docking molecular también tiene limitaciones,
dado que, a pesar de la eficacia del mismo, su precision sigue presentando brechas por la
calidad de los datos experimentales utilizados para construir los modelos(Eisenhaber et

al., 2004).



j. Seleccion del Software y Preparacion de Proteinas y Ligandos:

La preparacion adecuada de una proteina y el ligando es fundamental en el modelamiento
in silico del docking molecular, dado que que afecta directamente la calidad y precision

de los resultados.

El primer paso en la preparacion de una proteina para el docking molecular es la obtencién
de su estructura tridimensional. Esto puede lograrse mediante técnicas experimentales,
como la cristalografia de rayos X o la resonancia magnética nuclear (RMN), o mediante
técnicas de modelado molecular basadas en la secuencia de la proteina. En cualquier caso,
es importante asegurarse de que la estructura de la proteina esté en su estado nativo y que
no presente alteraciones o modificaciones que puedan afectar su interaccion con el

ligando.

Una vez que se dispone de la estructura tridimensional de la proteina, es necesario
prepararla para el docking molecular mediante la eliminacion de los solventes, los iones
y otros elementos que no sean necesarios para la interaccion proteina-ligando. Ademas,
es necesario optimizar la geometria y la carga de la proteina mediante herramientas de
modelado molecular para asegurarse de que la proteina esté en su estado mas estable y

sea capaz de interactuar adecuadamente con el ligando(Pinzi & Rastelli, 2019).

En cuanto a la preparacion del ligando, el primer paso es obtener su estructura
tridimensional a partir de fuentes experimentales o mediante técnicas de modelado
molecular. Una vez obtenida la estructura, es necesario optimizar su geometria y carga,
al igual que se hizo con la proteina, para asegurarse de que el ligando esté en su estado
mas estable y sea capaz de interactuar adecuadamente con la proteina(Meyer & Hauser,

2020).

Es importante tener en cuenta que el docking molecular es una técnica que simula la
interaccion entre moléculas en un entorno de vacio, por lo que es necesario afiadir los
solventes y los iones necesarios para simular el entorno biologico de la proteina y el
ligando. Ademas, es importante tener en cuenta las condiciones experimentales, como la
temperatura y el pH, para asegurarse de que la simulacion sea lo mas cercana posible a

las condiciones reales de la interaccion(Pinzi & Rastelli, 2019).



El uso de software especializado es el pilar para la preparacion adecuada de la proteina y
ligando, siendo “AutoDockVina” una opcién muy adecuada para comenzar debido a su
capacidad para funcionar bien con multiples familias de proteinas, lo que la hace versatil
y adaptable. Ademas, cuenta con varias versiones y variantes que ofrecen caracteristicas
y funciones adicionales para facilitar su uso(Eberhardt et al., 2021; Prieto-Martinez et al.,

2018; Trott & Olson, 2010).

AutoDock Vina es un software de acoplamiento molecular que se utiliza para predecir la
unioén de moléculas pequenas a proteinas. Fue desarrollado por el equipo de investigacion
liderado por el Dr. Oleg Trott en el Laboratorio de Biologia Molecular y Computacional
de la Universidad de Scripps en San Diego, California. El software utiliza un enfoque
basado en la busqueda de energia para identificar los posibles puntos de union entre un
ligando y una proteina objetivo mediante un algorrimo de optimizacién local conocida
como técnica de busqueda de gradiente estocastico que mejora significativamente la
velocidad y precision de la prediccion del acoplamiento(Eberhardt et al., 2021; Ruiz-

Carmona et al., 2014; Trott & Olson, 2010).

En cuanto a la seleccion del ligando, es importante considerar las propiedades fisicas y
quimicas del ligando, como su tamaifio, su solubilidad y su afinidad por la proteina, por
esto es aconsejable trabajar con ligandos previamente utilizados y estudiados(Prieto-

Martinez et al., 2018).

K. Seleccion de la Proteina en el Protein Data Bank

La Protein Data Bank (PDB) es una base de datos en linea que almacena informacion
sobre la estructura tridimensional de proteinas, acidos nucleicos y otras macromoléculas
bioldgicas. La PDB contiene informacion detallada sobre la estructura y las propiedades
de estas moléculas, y se utiliza en todo el mundo por investigadores en biologia

molecular, bioquimica y otras disciplinas relacionadas.

La PDB fue fundada en 1971 por un grupo de cientificos de la Universidad de Cambridge
y el Laboratorio Nacional de Brookhaven en los Estados Unidos. En sus primeros afios,
la base de datos se enfoco principalmente en la estructura de proteinas determinadas por
cristalografia de rayos X, pero desde entonces se ha ampliado para incluir datos obtenidos

mediante otras técnicas, como la resonancia magnética nuclear (RMN) y la microscopia



crioelectronica. Hoy en dia, la PDB es mantenida y actualizada por un consorcio
internacional compuesto por centros de datos en todo el mundo, incluyendo el RCSB
PDB en los Estados Unidos, el PDBe en Europa y el PDBj en Japon. La base de datos es
de acceso publico y estd disponible en linea para su consulta y descarga(“Happy

Anniversary, PDB!,” 2021).

La PDB es una herramienta fundamental para la investigacion en los campos de la
biologia molecular y otros campos relacionados, ya que proporciona una fuente
centralizada de informacion sobre la estructura y las propiedades de las macromoléculas
bioldgicas. Los investigadores pueden utilizar la PDB para estudiar la estructura de
proteinas y otras biomoléculas, para disefiar experimentos y para planificar simulaciones

y modelado molecular.
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Figura 1. Diagrama de flujo del estudio analitico-experimental del docking molecular
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Figura 2. Diagrama de flujo del estudio descriptivo-inferencial de la encuesta aplicada
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10. Metodologia de la encuesta
a. Cambio de hipotesis a hipotesis estadisticas
Partiendo de la hipotesis original se traducen las tres hipotesis estadisticas:

1. Existe relacion entre los factores de vivienda y la presencia del vector de manera

intradomiciliaria.
2. Existe relacion entre la estacion de avistamiento y la presencia del vector.
3. Existe relacion entre el cambio de uso de suelo y el avistamiento del vector.

b. Elaboracion de la encuesta

Para la parte estadistica de trabajo se elabord un cuestionario de facil comprension con
preguntas en su mayoria dicotdmicas que permitan identificar la presencia o ausencia del
vector de la ECH en una. Se considerara abordar el impacto ambiental en una clasificacion

debido a su origen en 3 tipos:
1. Impacto ambiental ocasionado por la contaminacion.
2. Impacto ambiental ocasionado por el cambio de uso de suelo.
3. Impacto ambiental provocado por el uso de recursos naturales.

El medio de aplicacion de dicha encuesta es a través de “Google Forms” en linea y de
manera presencial para alcanzar a la poblacion adulta. Aunado a la clasificacion breve de
impacto ambiental elegida se haran preguntas con respecto a la percepcion social que
tiene la poblacion de estudio acerca de la ECH, su estatus socioeconémico como el tipo

de vivienda y el avistamiento en interiores y alrededores de vectores de la ECH.

La herramienta de encuesta de 25 preguntas se explica en el cuadro resumido a
continuacion que marca el aspecto a evaluar, la pregunta, la categoria o clasificacion de

las posibles respuestas, el tipo de variable y la utilidad de indicador:

Para la prueba independencia de variables del estadistico chi-cuadrado se disefiaron
preguntas del tipo socioecondémico que puedan se acomodadas por frecuencias las

categorias que segun el caso fueron seleccionados de la “A” ala “C”:



1. Techo: A: techo de concreto, B: techo de tejas, madera o lamina y C: Techo de

paja, zacate o similares

2. Suelo: A: suelo de concreto y azulejo, B: suelo de concreto y C: suelo de madera,

suelo de tierra u otro material

3. Pared: A: pared de ladrillo revocado, B: pared de ladrillo sin revoque y C: pared

de paja, adobe, lamina o madera.

4. Avistamiento Estacional: A: primavera-verano, B: verano-otofio y C: otofio-

invierno.

5. Cambio de uso de suelo: A: construccion de casas, negocios, pavimentacion,
etc., B: tala de arboles para utilizacion de madera o aprovechamiento de otros
recursos naturales y C: tiraderos de basura, cambio de uso de suelo para la

agricultura, etc.

Tabla 1. Informacion del cuestionario a aplicar
aspecto regunta categoria tipo de utilidad del
P preg g variable indicador
Edad: Edad Cualitativa Obtener
informacion de
las
L caracteristicas
Sexo: Sexo Cualitativa .,
de la poblacion
a estudiar.
Colonia: Colonia Cualitativa
Caracteristicas

de la poblacion
a encuestar:

Determinar el
tiempo que las

(Cuanto tiempo personas tienen
tienes viviendo viviendo ahi
, 1,2,3,4,5,6,7,8, . . y
en IzGcar de I Cuantitativa  si esto favorece
Matamoros 9, 10 0 mas afios. 0 no la
9
Puebla? observancia del

vector de la
ECH.



Caracteristicas
de la vivienda:

Percepcion
social y
conocimientos
acerca de la
ECH:

Interaccion y
frecuencia  de
avistamientos
del vector de la
ECH:

(Cudl es el
material
predominante en
la casa?

. Sabes que es la
enfermedad de
Chagas?

(Conoces a
alguien que viva
con la

enfermedad de
Chagas?

(Conoces Las
vias de
transmision  de
dicha
enfermedad?

(Has visto
alguno de estos
insectos en tu
localidad?

Si  llegaste a

identificar
alguno de los
insectos sefala
en donde:

Adobe, madera,
ladrillo sin
revoque, ladrillo
revocado, lamina,
techo de paja,
techo de tejas,
techo de lamina,
techo de concreto,
suelo de tierra,
suelo de azulejo y
suelo de concreto.

Cualitativa

Siono Cualitativa

Siono Cualitativa

Siono Cualitativa

Siono Cualitativa

En el interior del
domicilio, patio o
jardin y en la
calle.

Cualitativa

Interpretar  si
estas categorias
tienen que ver
con la
presencia o no
del vector de la
ECH.

Evaluar los
conocimientos
y  percepcion
social de 1la
ECH.

Evaluar los
conocimientos
y  percepcion
social de la
ECH.

Evaluar los
conocimientos
y  percepcion
social de la
ECH.

Determinar si
el encuestado
ha tenido
contacto con el
vector de la
ECH.

Determinar el
posible punto
exacto en
donde ocurrid
el avistamiento
del vector.



Determinacion
de reservorios
domésticos de
la ECH:

;Con que Menos de una vez
al aflo o mas de
una vez al afo.

frecuencia lo has
visto?

(Has notado en
que momentos
has visto a estos

insectos con
mayor
frecuencia?
(Tienes alguna
mascota 0
animal de
granja?

(Cerca de tu
domicilio se han
presentado obras
urbanas?
(construccion de
nuevos

asentamientos,
tiraderos de
basura, casa,

etc.)

Primavera-verano,
verano-otoioy  Cualitativa
otofio-invierno.

Siono

Siono

Cualitativa

Cualitativa

cualitativa

Determinar un
estimado de la
frecuencia con
la que han
ocurrido los
avistamientos.

Determinacion
de la temporada
en la que
ocurrieron los
avistamientos
del vector de la
ECH.

Determinacion
de la presencia
de reservorios
domésticos del
parasito en
cuestion.

Evaluaciéon del
impacto
ambiental que
permite que se
observe con
mayor
frecuencia el
vector de la
ECH.



Apertura a la
informacién
acerca de Ia
ECH:

Menciona  que
tipo de
asentamientos:

(Has participado
en alguna
campafia de
concientizacion
de dicha
enfermedad?

;Doénde has
participado  en
dicha campana?

Obras  Urbanas:
construccion  de
casas, negocios,
pavimentacion,
etc.; Quema de
areas verdes,
tiraderos de
basura, cambio de
uso de suelo para
la agricultura, etc.;
Tala de arboles
para utilizaciéon de
madera 0
aprovechamiento
de otros recursos
naturales.

Siono

Escuela, trabajo,
campaifias del
gobierno, otra.

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Determinacion
de las fuentes
que ocasionan
este  impacto
ambiental que
posiblemente
permiten la
migracién del
vector de la
ECH.

Evaluacion de
la participacion
poblacional en
campafias  de
concientizacion
acerca de la
ECH.

Evaluacion de
la fuente de
obtencion
acerca de la
ECH.



[ Te gustaria Evaluacion de

participar en la aceptacion al
alguna campafia publico en
de Si o no Cualitativa  general  para
concientizacion aprender de
de dicha dicha
enfermedad? enfermedad.

Evaluacion del

Platica, triptico .
» 1P medio en el que

Si tu respuesta

. , informativo, . -
fue si: jPor qué o la informacion
. , Cartel Cualitativa , .
medio te gustaria . . sera mejor
.. informativo,
participar? e aceptada por la
correo electronico .,
poblacion.

Como requisito de seleccion para poder acceder al cuestionario se consideran a habitantes
de Izacar de Matamoros, Puebla mayores de 14 afios y que tengan como minimo un afio

viviendo en la zona de estudio.

¢. Validacion de la encuesta

Para la validez del instrumento se utiliz6 un juicio de 3 expertos en el tema, externos al
proyecto y se determin6 el Coeficiente de Validez de Contenido de Hernandez-
Nieto(Pedrosa, 1. et al., 2014). Evaluando la adecuacion y pertinencia de cada item con

las formulas:

Mx
CVe; = rT—

Donde:
CVCi= coeficiente de validez de contenido insesgado
Mx= promedio de valoracion de expertos

Vmx= valoracién maxima posible de la escala

Mx 1\/

CVCi. = Mx Pei = ( )
= Vmxe 8T Vmx Ji



Donde:

Pei= probabilidad de error

J=numero De jueces o expertos

ICVC;,

Ve =————
™ No.de items

Para finalmente:

1 ]
CVCi. = CVC, — Pe =CVC(C, — (7)

Calculando:

Ve = XCVCy _ 22 — 0.88
™ No.deitems 25

ﬂmm=CVQ—Pe=CW}—GY=088—GY=O%@OW4B4

Alcanzando una coeficiente de validez bueno segun Pedrosa, 1. et al., 2014.

d. Calculo de la muestra poblacional y criterios de seleccion

La poblacién seleccionada para la aplicacion de esta encuesta es Izicar de Matamoros,
Puebla, cuyo censo poblacional al 2020 por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) arrojé un total de 82809 personas habitantes en dicho lugar. Para el
calculo de la muestra se utilizara la férmula de poblaciones finitas (Lopez-Roldan &

Fachelli, 2015):

B NZ%pq
~ e2(N - 1)Z%pq

n



Donde:

N= tamafio total de la poblacion.

Z=valor asignado al nivel de confianza a utilizar (95% = 1.96).
p = probabilidad de ocurrencia del evento.

q = probabilidad de no ocurrencia del evento.

e = nivel de error estimado (5%).

Aplicando la formula a la poblacion:

(82809)(1.962)(0.50)(0.50)

- (0.05%2)(82809 — 1) + (1.96%)(0.50)(0.50)
~ 382 personas entrevistadas

= 382.39

n

e. Prueba piloto y Determinacion de confiabilidad Alfa de Cronbach

Para la prueba piloto se trabajé con un 10% de la poblacion total a encuestar (39
encuestas) en la zona de estudio. Para el calculo de la confiabilidad se utiliza el software
“jamovi” de uso libre para la determinacion del coeficiente de alfa de Cronbach para
determinar la confiabilidad de los items y soportado con el coeficiente omega de
Mc’Donald dado que este tltimo no depende de la cantidad de items, el nimero de
alternativas de respuesta y de la proporcion de la varianza del test en la

encuesta(Cronbach, 1951; Ventura-Leon & Caycho-Rodriguez, 2017):

La formula del coeficiente alfa de Cronbach se determina mediante la formula:
K [ 1 2V
k-1 v,

Donde:

o = Alfa de Cronbach
K = Numero de items
Vi= Varianza de cada pregunta

V.= Varianza total

I Y |
[ %:1’1]2‘*‘[ ::=1_’1i2]




Donde:
Ki=carga factorial estandarizada de i

Realizando los calculos de alfa de Cronbach y omega de Mc’Donald se descartaron las
preguntas de la ubicacion geografica, edad y sexo ya que se adaptaron en contexto a las

realizadas por el INEGI:

Figura 3. Valores de alfa y omega calculados en jamovi
Anilisis de Fiabilidad

Estadisticas de Fiabilidad de Escala

o de Cronbach ® deMcDonald

escala 0.791 0.811

The jamovi project (2022). jamovi (Version 2.3) [Software de Computadora]. Recuperado de https://www.jamovi.org

Los valores obtenidos de 0.79/0.81 de alfa y omega respectivamente podrian considerarse
dentro de un resultado de fiabilidad buena-alta del instrumento a aplicar dado que valores
cercanos a 1 indican una fidelidad ideal(Cronbach, 1951). Con esto concluimos que tanto

la validez como la confiabilidad interna de la encuesta es 6ptima para su aplicacion.

f. Analisis estadistico de la informacion recabada: Analisis descriptivo e
Inferencial con la Prueba de Independencia de Variables del Estadistico
Chi-cuadrado

Para el analisis de la informacion recabada se utilizara el software estadistico Minitab y
como soporte de hojas de texto de Excel. Para resolucion de la hipdtesis planteada se
trabajara con frecuencias observadas, obtenidas directamente de la encuesta aplicada,
pero deberd cumplir la siguiente regla: a no mas el 20% de las frecuencias esperadas seran

menores a 5, esto para asegurar el poder estadistico de la Chi-cuadrada(Cochran, 1954).
Las hipodtesis se demostraran acorde a:

Ho = Independencia de las variables

Hi= Relacion de las variables

Se rechaza la hipétesis nula si x*>>valor critico



Figura 4. Representacion del estadistico chi cuadrado.
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Para comprobar las hipotesis estadisticas generadas se utilizara la prueba de Chi-cuadrado
para determinar si el conjunto de frecuencias observadas se ajusta a un conjunto de

frecuencias esperadas o tedricas(Canavos, 1997; Lopez-Roldan & Fachelli, 2015). Para

calcularla se aplica la férmula:

_(0-E)?

x2

Donde:

x*= Chi cuadrado.
O = Datos observados.
E = Datos esperados.
De igual modo se utilizard como apoyo adicional el valor del coeficiente “V” de Cramer

que es una medida del tamafio del efecto para la prueba chi-cuadrado de la independencia.

En ¢l se mide la forma en que estdn asociados dos campos categoricos (Lopez-Roldan &
Fachelli, 2015):

V= x:

n+smin (r—1,c—1)

Donde:



V = Coeficiente “V” de Cramer.
n = tamafo de muestra.

r = namero de filas.

¢ = numero de columnas.

Indicando que resultados mayores o iguales a 0.3 indican una asociacioén leve mientras

que valores iguales o superiores a 0.6 indican una fuerte asociacion entre variables.

g. Resultados de la parte estadistica

Figura 5. Grdfica barras de edades de personas entrevistadas para el estudio en Iziicar de Matamoros,

Puebla
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El indice de respuesta por edades se concentrd en la poblacion joven de 15 a 18 afios

teniendo mayor prevalencia en los jovenes de 17 afios, esto debido que la mayoria de la

poblacién adulta en el muestreo no estaba dispuesta a participar en la aplicacion de la

encuesta.



Figura 6. Grdfico barras de distribucion del indice de respuesta por colonia de la encuesta aplicada.

Santo Tomas
Santa Cruz Coatla

San Miguel Izucar
San Juan Coahuixtla
San Bernardino
Otro

Los Reyes

Los Arcos

Las Violetas

La Magdalena

Iztcar de Matamoros Centro
ElJardin

Del Empleado

Colucan

Amatitlanes

o
=
o

20 30 40 50

El indice de respuesta por colonia de esta encuesta tuvo mayor peso en los habitantes de
la colonia Centro de Izicar de Matamoros (n=45), seguido de Cruz verde (n=37) y en
tercer lugar la colonia Rancho Juanitos (n=34) el resto de la muestra se distribuy6 en las

otras colonias del municipio estudiado.

Figura 7. Mapa de calor de la zona de estudio
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El mapa de calor corrobora los puntos calientes que presentaron mas densidad de
respuesta incluyéndose poblados pertenecientes a la zona de estudio como la Hacienda

San Nicolas Tolentino y Las Bocas.



Figura 8. Grdfica de pastel del sexo de los encuestados

Sexo de las personas entrevistadas:

Categoria
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452%
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La mayoria de las personas encuestadas fueron mujeres con un total de 54.8% versus un

45.2% de hombres.

Figura 9. Grdfica de pastel del conocimiento de la ECH.
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Un total de 72.6% no tiene conocimiento de la ECH ni mucho menos nos mecanismos de

transmision de dicha enfermedad.



Figura 10. Grdfica de pastel del avistamiento del vector de manera intradomiciliaria o en alrededores de

las casas de los encuestados.

Avistamiento del vector de la ECH:

si

Categoria
. .
B no

47.1%

529%

El 52.9% de la poblacién de [zGicar de Matamoros, Puebla; Si ha visto al vector al menos

a alguna de las 2 especies: T. barberi o T. pallidipenis.

Figura 11. Grdfica de pastel de presencia de potenciales reservorios de la ECH

¢;Tienes alguna mascota?

Categoria
no

B

Un total de 83.3% de los pobladores de la localidad de estudio tenian un animal doméstico
que cumplia estas caracteristicas de ser: un perro, gato o animal de establo excluyendo

gallinas.



Figura 12. Grdfica de pastel de cambio de uso de suelo por categorias en la zona de estudio
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Del total de habitantes de la zona de estudio un 75.5% observé cerca de sus domicilios
alguna modificacion del tipo de cambio de uso de suelo por urbanizacion (construccion
de mas hogares) frente a un 16.2% de habitantes que vieron un cambio de uso de suelo
para aprovechamiento de recursos naturales y solamente un 8.4% observaron el cambio

de uso de suelo para la creacion de tiraderos de basura.

Figura 13. Grdfica de pastel de participacion de concientizacion de los pobladores de la zona de estudio
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Esto se puede corroborar con la informacion recabada en este trabajo dado que el 96.3%

de la poblacién de Izucar no ha participado nunca en alguna campaiia de concientizacion



acerca de la ECH y del 3.7 que si un 0.5% ha participado por parte de campanas de
gobierno. Las campafias de concientizacion solo se han realizado en escuelas y en el

trabajo con un 1.8% y 1.3% respectivamente.

Para la parte inferencial de este trabajo se dividieron las preguntas socioeconomicas del

tipo de material de: techo, suelo y pared en 3 categorias ordenadas de la “A” a la “C”.

El intervalo de confianza asignado es del 95% y los grados de libertad vienen dados por
la configuracion de la tabla y es el mismo para todas las tablas de frecuencias ilustradas.
Los resultados obtenidos de las respuestas del cuestionario para el tipo de material

predominante: “pared se ilustran a continuacion:

Tabla 2. Frecuencias observadas de material predominante: "pared"
categoria
A B C Total
. . Si 29 19 4 52
Avist t
VISHIIETO o 288 39 3 330
Total 317 58 7 382

Nota: A: pared de ladrillo revocado, B: pared de ladrillo sin revoque y C: pared de paja, adobe, lamina o madera.

La tabla de frecuencias porcentuales del tipo de material predominante: “pared” se

presenta a continuacion:

Tabla 3. Frecuencia porcentual de material predominante: "pared"”
categoria
A B C Total
. . 9% 33% 57% 14%
Avistamiento
No 91% 67% 43% 86%
Total 100% 100% 100% 100%

Nota: A: pared de ladrillo revocado, B: pared de ladrillo sin revoque y C: pared de paja, adobe, lamina o madera.



La tabla de frecuencias esperadas del tipo de material predominante: “pared”:

Tabla 4. Frecuencias esperadas de material predominante: "pared"
categoria
A B C Total
Avistamiento Si 43.151832  7.895288  0.9528796 52
No 273.84817 50.104712 6.0471204 330
Total 317 58 7 382

Nota: A: pared de ladrillo revocado, B: pared de ladrillo sin revoque y C: pared de paja, adobe, lamina o madera.

La tabla del célculo del Estadistico Chi cuadrado del material predominante: “pared”:

Tabla 5. Calculo de Chi cuadrado para material predominante: "pared"
categoria
A B C
Avistamiento ! 4.6411554 15.618763 9.7440884
No 0.7313336 2.4611384 1.5354321
x% 34.73

x3(L-a)(r-1)(c-1): 5.99

Nota: x?: chi cuadrado, x*(1-0))(r-1)(c-1): valor critico calculado, Ho: independencia de las Variables, Hi: variables
relacionadas. Si x*> x?(1-a))(r-1)(c-1) entonces se acepta Hi.



Figura 14. Estadistico de Chi-cuadrado de Minitab pared por avistamiento

Prueba chi-cuadrada para asociacion: Pared por Avistamiento
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Para hipotesis del tipo de material “pared”: Chi-cuadrado>valor critico, por esto se
rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna que dice que las variables se
encuentran relacionadas, esto con un intervalo de confianza del 95%. En esta prueba de
hipdtesis la categoria “C” fue la que mayor avistamiento present6 seguido de la “B” y la

“A”

Los resultados obtenidos de las respuestas del cuestionario para el tipo de material

predominante: “techo” se ilustran a continuacion:

Tabla 6. Frecuencias observadas de material predominante: "techo"
categoria
A B C Total
Avistamiento Si 27 10 1 48
No 282 48 4 334
Total 309 58 15 382

Nota: A: techo de concreto, B: techo de tejas, madera o lamina y C: Techo de paja, zacate o similares.



La tabla de frecuencias porcentuales del tipo de material predominante: “techo” se

presenta a continuacion:

Tabla 7. Frecuencia porcentual de material predominante "techo"
categoria
A B C Total
Avistamiento 7% 17% 73% 13%
No 91% 83% 27% 87%
Total 100% 100% 100% 100%

Nota: A: techo de concreto, B: techo de tejas, madera o lamina y C: Techo de paja, zacate o similares.

La tabla de frecuencias esperadas del tipo de material predominante: “techo”:

Tabla 8. Frecuencias esperadas de material predominante: "techo"
categoria
A B C Total
Avistamiento Si 38.827225 7.2879581 1.8848168 48
No 270.17277 50.712042 13.115183 334
Total 309 58 15 382

Nota: A: pared de ladrillo revocado, B: pared de ladrillo sin revoque y C: pared de paja, adobe, lamina o madera.

La tabla del célculo del Estadistico Chi cuadrado del material predominante: “techo’:

Tabla 9. Calculo de Chi cuadrado para material predominante: "techo"
categoria
A B C
Avistamiento 3.6027106 1.0092225 44.082039
No 0.5177548 0.145038  6.3351433
x* 55.69

x*(1-0)(r-1)(c-1): 5.99
Nota: x?: chi cuadrado, x*(1-a)(r-1)(c-1): valor critico calculado, Ho: independencia de las Variables, Hi: variables
relacionadas. Si x*> x?(1-a))(r-1)(c-1) entonces se acepta Hi.




Figura 15. Estadistico de Chi-cuadrado de Minitab techo por avistamiento

Prueba chi-cuadrada para asociacién: techo por avistamiento
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Para hipotesis del tipo de material “techo”: Chi-cuadrado>valor critico, por esto

SC

rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna que dice que las variables se

encuentran relacionadas, esto con un intervalo de confianza del 95%. En esta prueba de

hipoétesis la categoria “C” fue la que mayor avistamiento presentd seguido de la “B” y la

“A”

Los resultados obtenidos de las respuestas del cuestionario para el tipo de material

predominante: “suelo” se ilustran a continuacion:

Tabla 10.  Frecuencias observadas de material predominante: "suelo"

categoria
A B C Total
Avistamiento Si 26 12 10 48
No 123 194 17 334
Total 149 206 27 382

Nota: A: suelo de concreto y azulejo, B: suelo de concreto y C: suelo de madera, suelo de tierra u otro material.



La tabla de frecuencias porcentuales del tipo de material predominante: “suelo” se

presenta a continuacion:

Tabla 11.  Frecuencia porcentual de material predominante: "suelo”
categoria
A B C Total
Avistamiento 17% 6% 37% 13%
No 83% 94% 63% 87%
total 100% 100% 100% 100%

Nota: A: suelo de concreto y azulejo, B: suelo de concreto y C: suelo de madera, suelo de tierra u otro material.

La tabla de frecuencias esperadas del tipo de material predominante “suelo’:

Tabla 12.  Frecuencias esperadas: material predominante: "suelo"”
categoria
A B C Total
Avistamiento 18.722513  25.884817 3.3926702 48
No 130.27749 180.11518 23.60733 334
Total 149 206 27 382

Nota: A: suelo de concreto y azulejo, B: suelo de concreto y C: suelo de madera, suelo de tierra u otro material.

La tabla del célculo del Estadistico Chi cuadrado del material predominante: “suelo”:

Tabla 13.  Cdlculo de Chi cuadrado para material predominante: "suelo"
categoria
A B C
Avistamiento 2.8287771 7.4479236 12.867979
0 0.4065308 1.0703603 1.8492904
X% 26.47

x2(1-a)(r-1)(c-1): 5.99

Nota: x?: chi cuadrado, x*(1-0))(r-1)(c-1): valor critico calculado, Ho: independencia de las Variables, Hi: variables
relacionadas. Si x?> x?(1-a))(r-1)(c-1) entonces se acepta Hi.



Figura 16. Estadistico de Chi-cuadrado de Minitab suelo por avistamiento

Prueba chi-cuadrada para asociacién: suelo por avistamiento
Informe de resumen
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Para hipdtesis del tipo de material “suelo”: Chi-cuadrado>valor critico, por esto se
rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna que dice que las variables se
encuentran relacionadas, esto con un intervalo de confianza del 95%. En esta prueba de
hipotesis la categoria “C” fue la que mayor avistamiento presentd seguido de la “A”.
anecdoticamente la categoria “B” tuvo una relacion negativa con respecto a las categorias

CGA)’ y ‘CC’,.

Los resultados obtenidos de las respuestas del cuestionario para el ‘“avistamiento

estacional” se ilustran a continuacion:

Tabla 14.  Frecuencias observadas de: “avistamiento estacional”

categoria
A B C Total
avistamiento gj 122 64 17 203
no 3 4 3 10
total: 125 68 20 213

Nota: A: primavera-verano, B: verano-otofio y C: otofio-invierno.



La tabla de frecuencias porcentuales del “avistamiento estacioanl” se presenta a

continuacion:

Tabla 15.  Frecuencia porcentual de: “avistamiento estacional”

categoria
A B C Total
avistamiento  Sj 98% 94% 85% 95%
No 2% 6% 15% 5%
total 100% 100% 100% 100%

Nota: A: primavera-verano, B: verano-otofio y C: otofio-invierno.

La tabla de frecuencias esperadas del tipo de: “avistamiento estacional”:

Tabla 16.  Frecuencias esperadas de: “avistamiento estacional”

categoria
A B C Total
avistamiento ! 119.13146 64.807512 19.061033 119.13146
no 5.8685446 3.1924883 0.9389671 5.8685446
total: 125 68 20 213

Nota: A: primavera-verano, B: verano-otofio y C: otofio-invierno.

La tabla del calculo del Estadistico Chi cuadrado del “avistamiento estacional’:

Tabla 17.  Cdlculo de Chi cuadrado para material predominante: "suelo"”

categoria
A B C
Avistamiento 0.0690712  0.0100617 0.2228555
No 1.4021446 0.204253  4.5239671

x% 6.43
x*(1-a)(r-1)(c-1): 5.99

Nota: x?: chi cuadrado, x*(1-0))(r-1)(c-1): valor critico calculado, Ho: independencia de las Variables, Hi: variables
relacionadas. Si x?> x?(1-a))(r-1)(c-1) entonces se acepta Hi.




Figura 17. Estadistico de Chi-cuadrado de Minitab estacion del afio por avistamiento

Prueba chi-cuadrada para asociacién: estacién del por avistamiento
Informe de resumen
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Para hipotesis del tipo de “avistamiento estacional”: Chi-cuadrado>valor critico, por esto
se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alterna que dice que las variables se

encuentran relacionadas, esto con un intervalo de confianza del 95%. En esta prueba de
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hipoétesis la categoria “A” pero la asociacion se considera débil.

Los resultados obtenidos de las respuestas del cuestionario para el tipo de “cambio de uso

de suelo” se ilustran a continuacion:

Tabla 18.  Frecuencias observadas de la categoria: "cambio de uso de suelo”

clase
A B C Total
avistamiento gj 153 21 32 206
no 136 10 30 176
total: 289 31 62 382

Nota: A: construccion de casas, negocios, pavimentacion, etc.,

B: tala de arboles para utlizacion de madera o

aprovechamiento de otros recursos naturales y C: tiraderos de basura, cambio de uso de suelo para la agricultura,

etc.



La tabla de frecuencias porcentuales del tipo de “cambio de uso de suelo” se presenta a

continuacion:

Tabla 19.  Frecuencias porcentuales de la categoria: "cambio de uso de suelo"”

clase
A B C Total
avistamiento  Sj 53% 68% 52% 54%
No 47% 32% 48% 46%
total 100% 100% 100% 100%

Nota: A: construccion de casas, negocios, pavimentacion, etc., B: tala de arboles para utlizacion de madera o

aprovechamiento de otros recursos naturales y C: tiraderos de basura, cambio de uso de suelo para la agricultura,
etc.

La tabla de frecuencias esperadas del “cambio de uso de suelo™:

Tabla 20.  Frecuencias esperadas de: "cambio de uso de suelo”

clase
A B C Total
avistamiento Sl 155.84817 16.717277 33.434555 206
no 133.15183 14.282723 28.565445 176
total: 289 31 62 382

Nota: A: construccion de casas, negocios, pavimentacion, etc., B: tala de arboles para utlizacion de madera o
aprovechamiento de otros recursos naturales y C: tiraderos de basura, cambio de uso de suelo para la
agricultura, etc.

La tabla del calculo del Estadistico Chi cuadrado del “cambio de uso de suelo™:

Tabla 21.  Cdlculo de Chi cuadrado para: "cambio de uso de suelo”

clase
A B C
avistamiento 0.052051 1.097171 0.0615515
No 0.0609234 1.2841888 0.0720433

x%: 2.63
x2(1-a)(r-1)(c-1): 5.99
Nota: x?: chi cuadrado, x*(1-a)(r-1)(c-1): valor critico calculado, Ho: independencia de las Variables, Hi: variables
relacionadas. Si x*> x?(1-a))(r-1)(c-1) entonces se acepta Hi.




Figura 18. Estadistico de Chi-cuadrado de Minitab cambio de uso de suelo del aiio por avistamiento

Prueba chi-cuadrada para asociacién: cambio de us por avistamiento
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Para hipétesis del tipo de “cambio de uso de suelo”: Chi-cuadrado<valor critico, por

consiguiente, se acepta la hipotesis nula que sefiala que ninguna de las variables se

encuentra relacionada u asociada.

Los resultados de Chi-cuadrada se complementaron con el valor de “V”” de Crammer para

mostrar el nivel de asociacion entre variables:

Tabla 22.  Resumen de resultados de Chi cuadrado y “V” de Crammer de los estadisticos

Valor obtenido de cada estadistico

avistamiento
techo:  pared: suelo: estacional: cambio de uso de suelo:
Chi-cuadrado: 55.69 3473 2647 6.43 2.63
“V” de Crammer: 1.06 0.83 0.73 0.36 0.23

Nota: x%: chi cuadrado, El resultado del valor critico es x*(1-a)(r-1)(c-1)=5.99: valor critico calculado, Ho:
independencia de las Variables, Hi: variables relacionadas. Si x> x*(1-0))(r-1)(c-1) entonces se acepta Hi.
Para V de Crammer: resultados mayores o iguales a 0.3 sefialan una asociacion moderada mientras que valores iguales o

superiores a 0.6 indican una fuerte asociacion entre variables.



La categoria con mayor asociacion para las caracteristicas del tipo de material de casa fue
techo con un valor de 1.06 seguida de la pared con un valor de 0.83 y suelo con un valor
de 0.73, el valor de avistamiento estacional apenas alcanz6 un valor de 0.36 demostrando
una asociacion muy leve o débil y el cambio de uso de suelo obtuvo una “V”’ de Crammer

de 0.23 que demuestra una nula existencia de relacion.



METODOLOGIA DEL
DOCKING
MOLECULAR



11. Metodologia del Docking Molecular

a. Preparacion de proteina receptora y ligando: seleccion de software,
disefio y optimizacion del ligando y optimizacion de proteina
El software de eleccion para trabajar con el acoplamiento molecular fue Autodock
vina(Eberhardt et al., 2021). La proteina para el acoplamiento molecular de eleccion se
descargd de la Protein Data Bank bajo el coédigo de: 4G7F
(https://www.rcsb.org/structure/4G7F), el método de obtencion de la proteina reportado
fue mediante difraccion de rayos X, la resolucion experimental de la enolasa de 7. cruzi
fue 2.40 A y el valor de R-libre de 0.25 que se consideran prudentes para poder realizar

el docking molecular.

Dado que el ligando no existe previamente en una base de datos y su estructura no se
encuentra estudiada en su totalidad se trabajo con un disefio propio de la polidopamina
de manera lineal basado en los trabajos los autores: Abounahia et al., 2022; Liebscher et

al., 2013; Manzanares-Goémez et al., 2022.

La polidopamina en cuestion se elabor6 en el software Gaussian y se optimizo mediante
geometria utilizando la teoria del funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés)
que se lleva a cabo moviendo los atomos de una molécula para obtener la estructura mas
estable y con la energia del estado fundamental mas baja posible. Esta funcién es ofrecida

por el mismo software(Meyer & Hauser, 2020).

Figura 19. Modelo de la enolasa de Trypanosoma cruzi.
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Nota: Obtenida de la PDB en: https://www.rcsb.org/structure/4G7F

Se procedid con la limpieza del etilenglicol presente en la estructura cristalina de la
proteina y se eliminaron los residuos de agua presentes ademas de la adicion de las cargas

Gasteiger tanto para proteina como para ligando



Figura 20. Estructura del ligando de la polidopamina

.‘\-
.
ub'bﬂ [ ] ._.1_ L‘
“"L‘b‘ [ ] e
[
Lol il b &
UGl e et
&
& PET o WY, .
'

b. Acoplamiento molecular

El docking molecular se llevé a cabo bajo las condiciones de:
e Rotacion libre de los enlaces con libertad conformacional de la polidopamina.

e Adicion de las cargas Gasteiger a la enolasa y a la polidopamina, generacion de
las 10 mejores poses para la polidopamina y la utilizacion del Algoritmo Genético
Lamarckiano (LGA) bajo las condiciones de: 10 corridas de GA, 150 de tamano

de poblacion y 2 500 000 maximo numero de evaluaciones.

Como criterio de seleccion para la presentacion de resultados se consider6 la mejor pose
aquella que reporta menor energia de union entre todas las poses obtenidas y se comparan

los aminoacidos con los que interaccionan.



¢. Resultados del docking molecular

Figura 21. Aminodcidos en interaccion con la polidopamina evaluados in silico.
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A través de la técnica in silico del acoplamiento molecular, el mejor modelo obtenido con
la menor energia de enlace conformacional fue de -5.83kcal/mol. Las interacciones que

ocurren entre la polidopamina y los aminoécidos de la proteina enolasa son:
e Lisina 60 del tipo pi-alquil.
e Arginina 50.
e Arginina 50 y glutamina 48 del tipo pi-anion.
El acido aspartico 52 del tipo de enlace convencional de puentes de hidrogeno.

e C(isteina 47 del tipo pi-sulfuro.

Leucina 49 y 58, glicina 59, glutamina 45 y alanina 46 del tipo de interaccion por

fuerzas de van der Waals.



RESULTADOS Y
DISCUCION



12. Resultados y Discusion:
a. Resultados y discusion de la parte social

Para el apartado estadistico se logré confirmar que la ECH es una enfermedad compleja
y multifactorial donde se ve involucrado mayor mente las esferas: medioambiente-
sociedad. Los lugares donde coexisten las ETO se caracterizan por ser lugares que carecen
de inversion por parte de los gobiernos locales para buscar a la concientizacion de las
localidades y como es el caso de Izucar de Matamoros, Puebla. La tasa de participacion
de la poblacion en campaiias de este tipo apenas alcanzo un 3.7%; De este 3.7% solamente
el 0.5% fue gracias a campafias gubernamentales el restante: 1.8% campafias en las
escuelas y 1.3% en su trabajo esto concordo con lo expresado por la OMS vy visto en el

trabajo de Santos & Menezes Falcdo, 2020. [Ver: Figura 13]

La poca participacion social de los pobladores de Izucar de Matamoros, Puebla, se ve
reflejada en el desconocimiento de la ECH dado que solamente un 27.4% de los
pobladores sabe que es la ECH y conoce los mecanismos de transmision ademas de saber

identificar a los 2 posibles vectores presentes en la zona de estudio. [Ver Figura 9]

Junto a la poca participacion social en campafias de concientizacidon figura un dato
alarmante y es que un 47.1% de los pobladores de Izcar de Matamoros, Puebla, han
logrado avisar al vector ya sea dentro de sus domicilios o en zonas aledanas a estos. [Ver:

Figura 10]

Una cuestion importante y de relevancia en la encuesta y respuestas del cuestionario
formulado es si los habitantes de [ziicar de Matamoros, Puebla tienen alguna mascota tipo
perros y gatos u un animal de establo como caballos, vacas y que pudiera fungir como
reservorio del pardsito y un lugar idoneo para la reproduccion de los vectores de esta

localidad como lo explica el trabajo de Carrillo-Peraza et al., 2014 realizado en Yucatan.

Se confirmé que el 83.3% de los pobladores de la zona de estudio tiene algiin animal
doméstico que cumpla estas caracteristicas y es que en trabajos previos se ha demostrado
una relacion entre positividad de mascotas/animales de estas caracteristicas y la presencia
de vectores establecidos cerca de ellos y que contundentemente eleva el factor de riesgo

de adquirir la ECH como como lo reporta Guzman-Marin et al., 2016.



Segun Viotti et al., 2009, concluye que los factores socioecondémicos relacionados con la
pobreza toman un papel fundamental en la positividad de pacientes chagésicos y la
presencia de vectores de manera intradomiciliaria puede estar correlacionada con este
mismo parametro. Aunque en este trabajo no se evaluaron cuantitativamente los factores
socioecondmicos, es posible intuir que las condiciones socioeconémicas son directamente
proporcionales al tipo de hogares de los pobladores de IzGicar de Matamoros, Puebla

acomodados en las categorias “A”, “B” y “C”.

Trabajos previos han relacionado de manera cualitativa/observacional la presencia de
vectores con una mayor prevalencia de los mismos en viviendas con techos de paja y piso
de tierra, en este trabajo se corrobord de manera cuantitativa esta hipdtesis gracias al
estadistico Chi-cuadrado mostrando concordancia con trabajos previos de Guzman-Marin
etal., 2016 realizados en Yucatan, México y siendo mas significativa en los avistamientos
intradomiciliarios por el tipo de material de pared (x*:34.73>x*15.66 y “V” de
Crammer: 0.83) seguida del suelo (x*:26.47>x%:5 66 y “V” de Crammer: 0.73), con
una diferencia porcentual entre las categorias de frecuencias observadas y esperadas de
ocurrencia positiva de *300% y =200% respectivamente para cada categoria, asegurando
lo anterior con un IC=95% [Ver: Tabla 22 y Fig. 14 y 16] coincidiendo con la idea

principal del trabajo de Castro-Arroyave et al., 2020 en su investigacion en Guatemala.

También el techo juega un papel determinante para la presencia de vectores de la ECH
porque como explica (Paz Maria et al., 2010), techos de materiales del tipo: paja, palma,
tejamanil, teja, madera y lamina tienen una alta tasa de infestacion vectorial, dato que se
corrobora en el trabajo mostrando una relacion positiva para esta caracteristica evaluada
también en el estadistico Chi-cuadrado siendo esta la que mayor relacion mostréd en el

calculo (x%:55.69>x%¢Mc2:5 66 y “V” de Crammer: 1.06). [Ver Tabla 22 y Fig. 15]

Lo anterior se puede deber a la presencia de estructuras adhesivas en las patas de los
vectores que facilitarian su adherencia estos tipos de materiales y a la presencia de huecos
o grietas que facilitan su escondite durante el dia ya que los vectores de la ECH son
insectos generalmente nocturnos como lo visto con el vector Triatoma gerstaeckeri en el
trabajo de Wormington et al., 2018 y Triatoma barberi y Triatoma pallidipenis del trabajo
de Paz Maria et al., 2010.



En este trabajo también se cuestiono si la estacionalidad jugaba un papel importante en
los avistamientos del vector de manera intradomiciliaria o en los alrededores de las
viviendas de los pobladores de la zona de estudio. Este apartado de estadistica inferencial
mostro una asociacion débil (Ver: Tabla 22 y Fig. 17) pero como esta descrito en el trabajo
de Gorla, 2021, los vectores de la ECH, al ser organismos de sangre fria, se ven
influenciados por la temperatura ambiental en términos de sus respuestas fisiologicas y
poblacionales, especialmente en lo que respecta a la reproduccion, supervivencia y
dispersion. Si la temperatura aumentara debido al cambio climatico, existe la posibilidad
de que los vectores de la ECH se expandan geograficamente hacia areas que antes eran
demasiado frias para sus necesidades como especie y de manera similar, un aumento en
la tasa metabolica de los parasitos podria acortar sus periodos infecciosos, lo que
resultaria en la propagacion de ciclos de transmision del patégeno hacia zonas mas

calidas.

El estadistico de avistamientos por periodo estacional se debe considerar que no se
alcanz6 a representar a la totalidad de la poblacién de estudio dado que no todas las
personas encuestadas supieron identificar en que estacion veian con mayor frecuencia al
insecto vector de la ECH y futuros estudios son necesarios para asegurar la veracidad del

poder estadistico de la Ch-cuadrada para el avistamiento seglin la estacion del afio.

Para concluir con la parte inferencial, de igual manera, se evalu6 si el impacto del cambio
de uso del suelo por las actividades humanas favorecia el avistamiento de vectores de la
ECH, en los alrededores de los habitantes de Izicar de Matamoros, Puebla.
Anecdoticamente, el impacto del cambio de uso de suelo no fue estadisticamente
significante para demostrar la hipotesis en cuestion (Ver: Tabla 22 y Fig. 18) como lo

sefala la Secretaria de Salud de México (SSA) en el trabajo de (Ruiz Tovar, 2020).

b. Resultados y discusion del docking molecular

En el docking molecular se logré identificar la interaccion de la polidopamina con la
enolasa, el docking ciego demostré que existe la posibilidad de la utilizaciéon de la
polidopamina en la inmovilizacion de la enolasa de 7. cruzi abriendo un campo de estudio

para su posible implementacion en la optimizacidon de un Inmunoensayo de Flujo Lateral



Aunado a lo anterior se evaluaron los aminoacidos en interaccion para confirmar o
descartar si los aminoacidos que interactuaban con la polidopamina tenian posibles

componentes antigénicos para la deteccion de la ECH.

Y aunque existe interaccion con una secuencia aminoacidica que traduce a un epitopo
para linfocitos B, la superficie de la enolasa ya estudiada previamente demuestra la
existencia de muchas mas secuencias aminoacidicas que traducen a linfocitos T y B.
futuros trabajos son necesarios para la evaluacion in vivo de un dispositivo de diagndstico
para la ECH basados en la enolasa de 7. cruzi y analizar su posible optimizacion en

membranas de nitrocelulosa con recubrimientos de polidopamina.

Figura 21. Secuencia aminoacidica de la enolasa de T. cruzi con aminodcidos que traducen a linfocitos
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En el estudio del docking molecular confirmamos que la plasticidad que presenta la
polidopamina se debe gracias a la presencia de su configuracién molecular que permite
utilizarla como un pegamento bioldgico sobre muchas superficies como lo describe Ryu
etal., 2018. El aborde de una membrana de nitrocelulosa con un recubrimiento es posible
conociendo su mecanismo de polimerizacion y estudios de evaluacion superficial seran
requeridos para su utilizacion en una tira reactiva basada en nitrocelulosa para la

optimizacion de un IFL.

Evaluando el mejor docking obtenido de la interaccion polidopamina-enolasa se pudo
diferenciar las posibles interacciones que tienen los sitios de unioén de la polidopamina
con los amino4cidos que traducen a linfocitos T y B que podrian interferir con la respuesta
en el desarrollo de una tira reactiva de diagnodstico de la ECH pero como lo describe
Carabarin-Lima et al., 2014 los resultados de este trabajo coinciden con que la capacidad
inmunogénica de la enolasa se encuentra diferenciada en toda su secuencia genética no
importando tener una interaccion desfavorable con un epitopo de linfocitos B de la linea
101-200 y es concluyente que el uso de la enolasa como la polidopamina como posible

optimizaste en un IFL es viable para futuras evaluaciones a nivel experimental.



CONCLUCIONES



13. Conclusiones

1.

Se elabord el docking molecular, se consulto la estructura de la enolasa en la
Protein Data Bank y se obtuvo la estructura cristalina de la enolasa, se disefio la
polidopamina con base en trabajos previos de la literatura consultada y se realizd

el docking molecular mediante programa AutoDock.

La evaluacion de los 10 mejores modelos de docking molecular, determin6 el
mejor modelo con la menor energia de enlace conformacional obtenido fue el de
-5.83kcal/mol y se logré confirmar que las interacciones de interés presentes
fueron las que ocurrieron entre la lisina 60 del tipo de enlace: pi-alquil, arginina
50y glutamina 48 del tipo pi-anion, el aspartato 52 del tipo de enlace convencional
de puentes de hidrogeno, con la cisteina 47 del tipo pi-sulfuro y también a la
leucina 49 y 58, glicina 59, glutamina 45 y alanina 46 del tipo de interaccion por

fuerzas de van der Waals. No se presentaron interacciones de repulsion.

Se confirmd que, se encuentra presente una interaccion desfavorable entre una
linea de aminoacidos que se traducen a un posible epitopo de linfocitos B en la
cadena 101-200 la viabilidad inmunogénica de la enolasa se encuentra conservada
ya que presenta muchas mas secuencias que traducen a linfocitos B y T y si sera

posible realizar una evaluacion a nivel experimental a futuro.

La encuesta se elabor6 con items de facil comprension, se valido por juicio de
expertos, se determiné su confiabilidad. Ambas resultaron ser buenas y se aplicod
en la zona de estudio, la informacion recabada se analizo con el estadistico Chi-
cuadrado y se pudo concluir que los factores socioeconomicos como: el tipo de
material de techo, pared y suelo son determinantes para encontrar al vector de
manera intradomiciliaria, la temporada del afio también mostraba una asociacion
de avistamientos dentro o en alrededores de la vivienda aunque esta ultima fue
menor a la de las condiciones socioeconémicas y el cambio de uso de suelo no

mostrd una asociacion al avistamiento de vectores de la ECH.
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