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 Resumen 

 

 

La enfermedad de Chagas causada por Trypanosoma cruzi afecta actualmente a millones 

de personas en América Latina y el mundo. El apropiado diagnóstico del paciente chagásico, 

cualquiera sea su edad y etapa infectiva, es fundamental para el pronóstico, tratamiento y 

prevención de la transmisión. La Organización Mundial de la Salud ha resaltado la necesidad del 

perfeccionamiento de las herramientas diagnósticas disponibles para la infección por este parásito 

o el desarrollo de nuevas. Las técnicas serológicas convencionales además de llevar a resultados 

inconclusos, resultan inespecíficas ante infecciones con patógenos emparentados y co-endémicos 

como Leishmania spp. Estudios multicéntricos han reportado que el desempeño de los kits 

convencionales, además, varía según la procedencia de las muestras. Este fenómeno se atribuye a 

que las muestras en estudio pertenezcan a individuos infectados con distintos linajes de diferentes 

regiones. Se requiere de plataformas diagnósticas sensibles y específicas que superen estas 

dificultades y puedan ser utilizadas en centros sin especialización y en zonas rurales (técnicas POC, 

“Point of care”). A esto, se suman la falta de una prueba que permita la determinación de cura en 

pacientes tratados y las limitaciones a la hora de detectar la infección en pacientes congénitos 

durante los primeros meses de vida. Por otro lado, se requieren de herramientas para la vigilancia 

epidemiológica en áreas endémicas en donde la detección de la infección en reservorios 

domésticos, como ser los perros, es fundamental para evaluar el riesgo de transmisión al hombre. 

La descripción de la familia TcTASV, la última familia multigénica de T. cruzi en ser descubierta, 

devino en el planteamiento de esta tesis. Los miembros TcTASV se agrupan en cuatro subfamilias: 

A, B, C y W, y, en general, poseen características potencialmente útiles para el diagnóstico 

serológico de la infección chagásica: se expresan en la superficie del parásito, diferencialmente en 

el tripomastigote, y no comparten homología de secuencias con los genomas de Leishmania spp. 

El objetivo de esta tesis, en vista de las problemáticas especificadas, fue estudiar la aplicabilidad 

de estas proteínas recientemente descubiertas para la detección de la infección chagásica tanto en 

humanos como en reservorios domésticos.  
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En la resolución de este trabajo, en primer lugar, nos enfrentamos al desafío de clonar y 

expresar estas proteínas en estado soluble para poder utilizarlas en los ensayos de 

inmunodiagnóstico. Una vez ajustados los protocolos de producción de las proteínas 

recombinantes estandarizamos los ensayos de ELISA para la detección de anticuerpos anti-TcTASV 

en humanos y en perros. Hemos demostrado que los antígenos TcTASV-A y TcTASV-C son 

específicos para la determinación de la infección tanto en humanos como en perros, ya que 

ninguno de los sueros de individuos sanos, leishmaniásicos o con estrongiloidiosis estudiados 

reaccionaron ante los mismos. Si bien la sensibilidad de los antígenos individualmente evaluados 

resultó de baja a moderada, la combinación de los mismos en el ensayo de ELISA-Mix A+C permitió 

la detección de un alto porcentaje de muestras de individuos infectados tanto para el caso de 

humanos como para los reservorios domésticos estudiados aquí. Además, el ELISA-Mix A+C 

demostró ser una técnica de elevado desempeño para el caso particular de pacientes pediátricos. 

Sumado a esto, logró detectar de forma temprana el impacto del tratamiento en mencionados 

pacientes: la disminución de anticuerpos anti-TcTASV se evidenció en un mayor porcentaje de 

pacientes, con respecto a la disminución de anticuerpos anti-T. cruzi totales, determinados por 

serología convencional.  

Por otro lado, siendo los perros el reservorio de mayor importancia en el ciclo doméstico 

de este parásito, estudiamos el desempeño diagnóstico de los antígenos TcTASVs para la 

detección de la infección por T. cruzi en perros infectados naturalmente de áreas endémicas. En 

concordancia con otros resultados de nuestro grupo observamos que TcTASV-C, principalmente, y 

TcTASV-A, serían indicadores de infección activa. Por lo tanto, los perros reactivos ante los 

antígenos TcTASV-A y -C podrían tener un mayor impacto epidemiológico al representar una 

fuente mayor de parásitos para un vector no infectado que se alimente de éstos. Dada su 

liberación al medio tanto en forma soluble como contenida en vesículas, estudiamos la presencia 

de TcTASV-C en el suero de perros infectados a modo de un biomarcador de infección, mediante 

un ensayo de Western Blot. Los resultados positivos fueron corroborados mediante la captura del 

antígeno en el suero de perros infectados utilizando columnas de afinidad específicas preparadas 

en el laboratorio. Los resultados obtenidos podrían derivar en el uso de TcTASV-C como candidato 

para el desarrollo de pruebas diagnósticas rápidas a ser aplicadas en zonas endémicas para 

detectar reservorios con infección activa. 
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Los resultados de este trabajo, demuestran que los antígenos TcTASV, o péptidos 

derivados de sus secuencias, podrían ser sumados a plataformas de diagnóstico contribuyendo 

positivamente a las problemáticas planteadas. Por otro lado, y no menos importante, aportan 

evidencia sobre la expresión de estas proteínas recientemente descubiertas durante el curso 

natural de la infección por T. cruzi en los distintos hospedadores del ciclo doméstico. Se requieren 

de mayores estudios para confirmar la utilidad diagnóstica de las proteínas TcTASV y para elucidar 

su rol en la biología de T. cruzi y en su interacción con los hospedadores mamíferos. 
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 Abstract 

 

 

Chagas' disease produced by Trypanosoma cruzi currently affects millions of people in 

Latin America and the world. The proper diagnosis of chagasic patients, regardless of age and 

infective stage, is essential for the prognosis, treatment and prevention of transmission of the 

disease. The World Health Organization has highlighted the need to improve the diagnostic tools 

available for the detection of the infection by this parasite or the development of new ones. 

Conventional serological techniques, besides leading to inconclusive results, are non-specific to 

infections with related and co-endemic pathogens such as Leishmania spp. Multicenter studies 

have reported that the performance of conventional kits also varies according to the provenance 

of the samples. This phenomenon is attributed to the fact that the samples under study belong to 

individuals infected with different lineages from different regions. Sensitive and specific diagnostic 

platforms able to overcome these difficulties and applicable in non-specialized centers and in rural 

areas (POC techniques, Point of care), are needed. In addition, there is a lack of a test that allows 

the determination of cure in treated patients and there are serious limitations in detecting 

infection in congenital patients during the first months of life. On the other hand, tools are needed 

for epidemiological surveillance in endemic areas where the detection of infection in domestic 

reservoirs, such as dogs, is essential to evaluate the risk of transmission to humans. The 

description of the TcTASV family, the last multigenic family of T. cruzi to be discovered, 

encouraged the presentation of this thesis. The TcTASV members are grouped into four 

subfamilies: A, B, C and W, and, in general, have potentially useful characteristics for the 

serological diagnosis of chagasic infection: they are differentially expressed in the trypomastigote 

stage, mostly on the surface of parasites, and do not share sequence homology with the genomes 

of Leishmania spp. The objective of this thesis, in view of the mentioned problems, was to study 

the applicability of these recently discovered proteins for the detection of chagasic infection in 

both humans and domestic reservoirs. 

In the resolution of this work, we first faced the challenge of cloning and expressing these 

proteins in a soluble state for its use in immunodiagnostic assays. Once the production protocols 

of the recombinant proteins were adjusted we standardized ELISA assays for the detection of anti-
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TcTASV antibodies in humans and dogs. We showed that the TcTASV-A and TcTASV-C antigens are 

specific for the determination of infection in both humans and dogs, since none of the sera from 

healthy, Leishmania spp. or Strongyloides stercoralis infected patients studied here reacted against 

them. Although the sensitivity of the antigens individually evaluated was low to moderate, their 

combined use in the ELISA-Mix A+C assay allowed the detection of a high percentage of samples 

from infected individuals both for humans and dogs. In addition, the ELISA-Mix A+C proved to be a 

high performance technique for the particular case of pediatric patients. Also, it was able to detect 

early the impact of treatment in the mentioned patients: the reduction of anti-TcTASV antibodies 

was evidenced in a greater number of patients, compared to the decrease of anti-T. cruzi 

antibodies determined by conventional serology, in the follow up period studied. 

On the other hand, since dogs are the most important reservoir in the domestic cycle of 

this parasite, we studied the diagnostic performance of TcTASVs antigens for the detection of T. 

cruzi infection in naturally infected dogs from endemic areas. In agreement with other results of 

our group we observed that TcTASV-C, mainly, and TcTASV-A, would be indicators of active 

infection. Therefore, dogs reactive to the TcTASV-A and -C antigens may have a greater 

epidemiological impact as they represent a larger source of parasites for an uninfected vector that 

feeding from them. Due to its release into the medium both in soluble form and contained in 

vesicles, we studied the presence of TcTASV-C in the serum of infected dogs as a biomarker of 

infection by a Western Blot assay. Positive results were corroborated by capture of the antigen in 

the serum of infected dogs using specific affinity columns prepared in the laboratory. The results 

obtained could lead to the use of TcTASV-C as a candidate for the development of rapid diagnostic 

tests to be applied in endemic areas to detect reservoirs with active infection. 

The results of this work demonstrate that TcTASV antigens, or peptides derived from their 

sequences, could be added to diagnostic platforms contributing positively to the problems raised. 

On the other hand, and not least, these results provide evidence on the expression of these newly 

discovered proteins during the natural course of T. cruzi infection in the different hosts of the 

domestic cycle. Further studies are needed to confirm the diagnostic utility of TcTASV proteins and 

to elucidate their role in the biology of T. cruzi and in their interaction with mammalian hosts. 
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 Introducción General 

 

 

 Enfermedad de Chagas-Mazza: generalidades 

Hacia 1909, el médico brasileño Carlos Chagas logró desenmascarar las manifestaciones 

clínicas, el parásito responsable y el principal vector de la enfermedad que lleva su nombre. Sin 

embargo, años después del descubrimiento sobrevino una etapa en la que la opinión de los 

investigadores de la época estaba impregnada de escepticismo sobre la existencia de la 

enfermedad. Kraus y Rosenbusch, hacia 1914 detectaron vinchucas infectadas en Argentina, pero 

ningún enfermo, lo que les llevó a pensar que la enfermedad de Chagas se encontraba ausente en 

nuestro país. Fue el intenso trabajo del médico e investigador argentino, Salvador Mazza, y su 

minuciosa recolección de datos de pacientes sintomáticos en el norte del país, lo que hizo resurgir 

el interés por la enfermedad y demostró su presencia en dicha zona (Storino & Milei, 1994). 

La enfermedad de Chagas representa hoy la afección parasitaria más importante, no sólo 

en Argentina sino también en todo Latinoamérica. Han transcurrido ya más de 100 años desde que 

esta enfermedad fue descubierta y si bien disponemos de un enorme conocimiento gracias a los 

innumerables estudios que se han realizado por investigadores alrededor del mundo, aún quedan 

aspectos sin resolver y preguntas sin responder. En el año 2007, la Organización Mundial de la 

Salud, en reconocimiento de la situación epidemiológica de la enfermedad, planteó necesidades 

de investigación entre las que se encuentran (World Health Organization, 2007): 

 Investigación para abordar cifras reales de la magnitud y distribución de la enfermedad de 

Chagas y su carga (incluidos los Estados Unidos de América y Europa); 

 Investigación para lograr la perdurabilidad de las estrategias de control de los insectos 

vectores domiciliados y abordaje del reto que implican los vectores peridomiciliarios y 

silvestres; 

 Perfeccionamiento en las herramientas para diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la 

infección y la enfermedad: 

o Investigación en patogénesis (relación de los linajes infectantes con las 

manifestaciones clínicas de la enfermedad) 
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o Nuevas herramientas diagnósticas 

o Nuevos medicamentos 

o Nuevos paradigmas en el tratamiento de la enfermedad crónica.  

 

En esta tesis se indagará en el estudio de alternativas para el diagnóstico de la infección 

tanto en humanos como en reservorios domésticos. En este primer capítulo, introduciremos 

aspectos generales de la enfermedad de Chagas como ser su etiología, epidemiología, 

manifestaciones, clínicas, tratamiento y diagnóstico, para luego plantear la importancia de la 

respuesta inmune del hospedador en la patología resultante la infección chagásica y el rol de las 

distintas proteínas de superficie del parásito en este sentido. Finalizaremos esta introducción 

describiendo la familia de proteínas de superficie TcTASV descubiertas recientemente para el 

planteo de hipótesis y objetivos de este trabajo. A la Introducción, le siguen tres capítulos 

experimentales que tratan sobre: el clonado y la producción de los antígenos recombinantes 

TcTASV (Capítulo I), el estudio de la utilidad de las proteínas TcTASV para la detección de la 

infección en humanos y como marcador de seguimiento en pacientes tratados (Capítulo II) y, por 

último, la aplicabilidad de estos antígenos para la detección de la infección en perros infectados 

naturalmente (Capítulo III). Este trabajo concluye con una Discusión General de los resultados 

obtenidos y, finalmente, con una sección de descripción de los materiales y metodologías 

empleadas. 

 

 Etiología de la Enfermedad 

 Trypanosoma cruzi 

El agente etiológico de la enfermedad de Chagas es el protozoo flagelado Trypanosoma 

cruzi. Taxonómicamente, se ubica en (Pechenik, 2005): 

 

Dominio: Eukarya 

Reino: Protozoa 

Phylum: Euglenozoa 

Orden: Kinetoplastea 
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Familia: Trypanosomatidae 

Género: Trypanosoma 

Subgénero: Schizotrypanum 

Especie: cruzi 

Dentro de la Familia Trypanosomatidae, se encuentran también los parásitos del género 

Leishmania. Al igual que el resto de los kinetoplástidos, T. cruzi se caracteriza por tener una única 

mitocondria con una gran concentración de ADN kinetoplástico (kDNA). El ADN de esta organela 

se organiza a modo de una red compleja de miles de anillos: maxicírculos (con un tamaño de 20–

40 kb)  y minicírculos (de aproximadamente 1.4 kb). Los maxicírculos se encuentran en un número 

de 25 a 50 copias y los minicírculos, entre 10.000 y 30.000. El ADN de los minicírculos codifican 

para ARN guías (gRNA) que intervienen en la edición post-transcripcional de ARN mensajeros 

mitocondriales (Aphasizhev & Aphasizheva, 2012); mientras que, los maxicírculos codifican para 

proteínas mitocondriales importantes como ser subunidades de la cadena respiratoria. 

El parásito atraviesa un ciclo de vida complejo que incluye distintos estadíos de desarrollo 

Figura 1 Ciclo biológico de T. cruzi y transmisión vectorial. Extraído de Rassi et al., 2010. 
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en el insecto vector y en el hospedador mamífero, que se diferencian en cuanto a su morfología, 

patogenia y modo de reproducción distintivos (Figura 1). Los epimastigotes proliferan en el 

intestino medio del vector triatomino y se caracterizan por presentar flagelo con membrana 

ondulante corta con origen anterior al núcleo. Hacia el tracto digestivo posterior los epimastigotes 

se diferencian en tripomastigotes metacíclicos. Estos últimos carecen de capacidad replicativa, 

poseen una membrana ondulante larga y el origen del flagelo es posterior al núcleo. El insecto 

hematófago los libera con sus heces mientras se alimenta del mamífero, tras lo cual ingresan por 

la herida ocasionada o por las mucosas interiorizándose en las células nucleadas del huésped 

(principalmente fagocitos). Estas formas metacíclicas se diferencian a amastigotes aflagelados 

esféricos que constituyen la etapa replicativa del parásito en el interior del hospedador. Una vez 

que se ha formado un gran número de amastigotes en el interior de la célula, estos se diferencian 

nuevamente a tripomastigotes que rompen la célula hospedadora y se liberan a la circulación 

invadiendo otras células y repitiendo el ciclo. Cuando un triatomino libre de infección se alimenta 

sobre un mamífero parasitado, los tripomastigotes ingeridos se diferencian en esferomastigotes 

(formas esféricas con flagelo que rodea el cuerpo del parásito), que se multiplican en el estómago 

y son los responsables de la persistencia de la infección en el insecto vector. Parte de estos, se 

diferenciarán a epimastigotes que también se multiplican mientras progresan por el tubo digestivo 

hasta llegar a la ampolla rectal y allí se diferencian en parte a metacíclicos, reiniciando el ciclo. 

Del ciclo biológico del parásito se desprende la diferenciación de las dos fases claramente 

distinguibles durante el transcurso de la enfermedad: la fase aguda y la fase crónica (Figura 1). 

Durante la fase aguda, que inicia con la primoinfección, cualquier tipo de célula nucleada puede 

ser infectada por T. cruzi. El desarrollo de la respuesta inmune por parte del hospedador 

disminuye la parasitemia a niveles subpatentes, marcando el final de esta primera fase hacia las 4-

6 semanas y dando inicio a la fase crónica de la infección. En esta última, el parásito, que no ha 

sido completamente eliminado, persiste indefinidamente durante toda la vida en el hospedador 

infectando tejidos específicos como músculo esquelético o cardíaco o ganglios entéricos (Rassi 

et al., 2010). En la fase crónica de la infección pueden a su vez diferenciarse dos períodos: período 

crónico sin patología aparente (ex-período indeterminado) y período crónico con patología 

aparente (Mitelman et al., 2012). En los apartados siguientes se describirán en detalle las 

manifestaciones clínicas de cada etapa. 
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 Diversidad genética 

La elevada diversidad genética entre parásitos pertenecientes a la especie T. cruzi permitió 

su clasificación en seis Unidades Discretas de Tipificación (DTUs): TcI-TcVI (Zingales et al., 2012). 

Las DTUs se definen como sets de stocks de parásitos que están más emparentados 

genéticamente entre ellos que con cualquier otro stock y que son identificables por marcadores 

genéticos, moleculares o inmunológicos comunes (Tibayrenc, 1998). Las distintas DTUs muestran 

características biológicas, bioquímicas y moleculares distintivas que, en conjunto con los factores 

relacionados al hospedador, tendrían un rol preponderante en la determinación del curso clínico e 

histopatología de la infección (Ragone et al., 2012, 2015; Monteiro et al., 2013; Meza et al., 2014; 

de Oliveira et al., 2017). Recientemente, se aislaron parásitos de T. cruzi a partir de murciélagos en 

Brasil que no podían ser tipificados dentro de ningún DTU y que presentaban características 

biológicas distintivas (morfología determinada, baja virulencia y parasitemia) por lo que se llamó a 

este nuevo linaje Tcbat (Marcili et al., 2009). Este nuevo DTU estaría cercanamente emparentado 

con TcI, compartiendo ambos linajes un ancestro común reciente (Lima et al., 2015). 

Los distintos linajes de T. cruzi muestran patrones filogeográficos y eco-epidemiológicos 

característicos que han sido revisados detalladamente por Zingales et al., 2012 (Figura 2). El linaje 

TcI se distribuye por toda América y se asocia tanto al ciclo doméstico como silvestre. Las 

infecciones en humanos con este linaje se concentran en la Amazonia, países andinos, América 

Central y México, siendo la cardiopatía chagásica la manifestación clínica más común, mientras 

Figura 2 Distribución geográfica aproximada de los distintos DTUs de T. cruzi 
en los ciclos doméstico y silvestre. Extraído de Zingales et al., 2012. 
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que megaesófago y megacolon están ausentes o son muy raros. En la Región del Cono Sur los 

linajes TcII, TcV y TcVI son los principales responsables de la enfermedad de Chagas. TcII 

predomina en el este y centro de Brasil, TcV en Argentina, Bolivia, y Paraguay, y TcVI en el Gran 

Chaco. Los pacientes infectados con estos linajes por lo general desarrollan cardiopatía chagásica 

severa y en algunos casos, megaesófago y megacolon. Por su parte, TcIII se asocia mayormente 

con el ciclo silvestre en Brasil, Venezuela y parte del Chaco Argentino, siendo las infecciones 

humanas raras encontrándose TcIII ocasionalmente en perros. TcIV tiene un patrón similar de 

distribución que TcIII, estando ausente en el Chaco. Sin embargo, es más frecuente su presencia en 

humanos siendo la segunda causa de enfermedad de Chagas en Venezuela. Por último, Tcbat se ha 

reportado en murciélagos en Brasil, Colombia y Panamá e inclusive en un niño en Colombia, 

siendo este el primer reporte de un humano infectado con este DTU (Ramírez et al., 2014; Lima 

et al., 2015). 

Con el pasar de los años distintas metodologías fueron diseñadas para la tipificación de T. 

cruzi (Zingales et al., 2012). Todas involucran el análisis de más de un blanco genético y en algunos 

casos dos o más técnicas de biología molecular. Entre las distintas técnicas y algoritmos para la 

tipificación se pueden mencionar: PCR convencional para amplificar los genes correspondientes a 

splice leader (SL), 24Sα ADNr y 18S ADNr (Brisse et al., 2001); análisis de polimorfismo de 12 loci 

mediante PCR-RFLP; esquema de MLST (Diosque et al., 2014); hibridación con sondas de ADNk 

(Solari et al., 1998; Monje-Rumi et al., 2015; Bontempi et al., 2016) y PCR anidada para amplificar 

distintas regiones del  espaciador no transcripto (NTS) de los genes SL y una región dimórfica del 

fragmento nuclear A10  (Marcet et al., 2006; Cardinal et al., 2008; Duffy et al., 2013). 

 

 Mecanismos de transmisión y reservorios 

La transmisión vectorial es la principal forma de adquirir la infección en zonas endémicas. 

En estas áreas el ciclo vital de T. cruzi ocurre simultáneamente en tres escenarios que se solapan: 

el ciclo silvestre del parásito, en el que pasa de los vectores infectados a pequeños mamíferos en 

el ámbito silvestre; el ciclo domiciliario, en el que el parásito circula entre los triatominos 

domiciliados, el hombre y los animales domésticos; y el ciclo peridomiciliario, en el que el parásito 

circula entre los vectores del peridomicilio y animales de corral, como ser cerdos y cabras (las aves 

de corral funcionan como fuente de alimento para los insectos pero no son reservorios del 
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parásito). En todos los ciclos participan insectos hematófagos de la Familia Reduviidae (huésped 

intermediario o vector) y mamíferos (huésped definitivo) y se diferencian en las especies que 

intervienen y sus nichos ecológicos (Rodrigues Coura y Pinto Dias, 2009; Storino y Milei, 1994).   

Se han descripto unas 66 especies de insectos triatominos infectados naturalmente con el 

parásito. Sólo unas 20 especies de los géneros Triatoma spp, Rhodnius spp y Panstrongylus spp son 

particularmente relevantes para la transmisión del T. cruzi a los seres humanos, y la mayoría de los 

estudios se centran en estas especies (Gourbière et al., 2012) (Figura 3). Una de las especies más 

importantes desde el punto de vista epidemiológico es T. infestans, que en los países del Cono Sur, 

corresponde a la especie blanco de las acciones de control dado que representa el mayor riesgo de 

transmisión de T. cruzi por su alto grado de domiciliación. Mientras que, en Venezuela, Colombia y 

en regiones de Centroamérica, el vector más relevante es R. prolixus que es esencialmente una 

especie doméstica asociada a poblaciones de palmeras. 

Se han descripto más de 100 especies de mamíferos salvajes que actúan como reservorios 

de T. cruzi, entre los que se encuentran especies de marsupiales (de gran importancia las 

comadrejas), xenartros, murciélagos, lagomorfos, roedores y primates no humanos (Coura et al., 

Figura 3 Distribución de especies de triatominos de mayor relevancia 
epidemiológica. Las áreas rojas indican la distribución geográfica 
aproximada de las especies. Las especies destacadas en rojo se 
consideran los vectores más importantes del parásito (Extraído de 
Gourbière et al., 2012). 
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2009). Las aves, los reptiles y los peces no actúan como reservorios debido a que no pueden 

infectarse porque tienen “lisinas” que destruyen el parásito (Coura et al., 2009). En el ciclo 

domiciliario de la infección, los animales domésticos como perros y gatos actúan como reservorios 

del parásito. Otros animales, como porcinos y caprinos, también se han encontrado infectados. 

Los perros son de gran importancia debido no sólo a su permanencia en el interior de la vivienda o 

en sus alrededores sino también a la elevada parasitemia que los convierte en una fuente 

abundante en parásitos para el vector (Castañera et al., 1998; Gürtler et al., 2007). Sumado a esto, 

los triatominos prefieren alimentarse de perros antes que de gatos, gallinas o del humano (Gurtler 

et al., 2007; Ceballos et al., 2009). En el capítulo III de esta tesis, se describirá con mayor 

profundidad el papel epidemiológico de estos animales y la importancia de la detección de la 

infección en los mismos para poder estimar el riesgo de transmisión de la infección a humanos y 

para evaluar la efectividad de las campañas de rociamiento de insecticidas. 

La infección por T. cruzi puede adquirirse también por mecanismos no vectoriales como 

ser la vía transfusional, la vía congénita, la vía oral o mediante trasplante órganos de donantes 

infectados. Hacia finales del siglo XX la Iniciativa del Cono Sur logró, mediante la legislación para el 

control serológico en los bancos de sangre, que el 90% de los bancos de sangre de la Región (a 

excepción de Bolivia con un 35% de cobertura) llevaran a cabo el screening obligatorio en los 

donantes para la detección de T. cruzi (Pinto Dias, 2007). Si bien en los últimos 20 años la 

prevalencia de la infección chagásica ha disminuido en los países endémicos, contribuyendo así 

también a la disminución de la transmisión transfusional, las elevadas tasas de migración de 

latinoamericanos hacia países no endémicos que desconocen la enfermedad representa un gran 

problema de salud a nivel mundial (Wendel, 2010). 

La transmisión congénita es otra vía no vectorial de adquirir el parásito a la que se debe 

prestar atención y que constituye una amenaza tanto en regiones endémicas como no endémicas. 

En esta vía de transmisión los parásitos atraviesan la placenta de la madre chagásica infectando al 

feto. En promedio un 5% de las madres infectadas transmiten el parásito a sus hijos, siendo incluso 

probable que una madre transmita el parásito a más de un hijo en siguientes embarazos (Diez 

et al., 2008; Carlier et al., 2015). La probabilidad de transmitir el parásito depende de una serie de 

factores relacionados con el parásito (genotipo, tropismo tisular y capacidad de invadir las células 

de la placenta, virulencia o nivel de parasitemia), el estado inmunológico de la madre (efectividad 

de la respuesta celular T en el control de la parasitemia), factores placentarios o características del 

feto (Carlier et al., 2015; Juiz et al., 2017). 
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A pesar de que la transmisión oral había sido reportada por varios investigadores desde 

mediados del siglo XX, los brotes de infección oral ocurridos en Brasil y Venezuela en los últimos 

años volvieron a poner bajo la lupa a este modo de transmisión (Rodriguez-Morales, 2008; Pereira 

et al., 2009; Alarcón de Noya et al., 2015). La ingestión de tripomastigotes metacíclicos puede 

ocurrir a partir de jugos o alimentos contaminados con triatominos o heces de triatominos 

infectados, a partir de la leche materna o incluso de alimentos contaminados con secreciones de 

las glándulas anales de marsupiales. Esta vía de transmisión produce una enfermedad de Chagas 

aguda severa y con mayor número de casos fatales debido probablemente a la ingestión de una 

carga de parásitos mayor que pueden penetrar las membranas mucosas del estómago (Pereira 

et al., 2009; Robertson et al., 2016). 

Por último, la infección puede adquirirse también mediante el trasplante de órganos (vía 

trasplantaría) desde un donante infectado (Machado et al., 2009). Se han reportado casos de 

transmisión en trasplante de medula ósea, corazón, hígado o riñón (Villalba et al., 1992; Barcán 

et al., 2005; Kun et al., 2009). 

 

 Situación epidemiológica 

En 2010, se estimó que un alarmante número de 5.7 millones de personas estaban 

infectadas por T. cruzi en América Latina de las cuales el 62.4% (3.6 millones) correspondían a 

países del Cono Sur (World Health Organization, 2015). El número de nuevos casos anuales de 

infección debidos a transmisión vectorial estimado en el mismo relevamiento epidemiológico fue 

29925 y, 8668 el número anual de casos nuevos de Chagas congénito. En las dos últimas décadas 

la incidencia de la enfermedad ha disminuido considerablemente y de forma conjunta en los 21 

países latinoamericanos donde es endémica gracias a los programas de eliminación y control del 

vector domiciliado (World Health Organization, 2007). Particularmente para Argentina, Chile, 

Bolivia, Uruguay, Paraguay y Brasil, se creó en 1991 el programa multinacional denominado 

Iniciativa del Cono Sur con el fin de eliminar no sólo la transmisión vectorial por T. infestans y sino 

también aumentar el control de la transmisión transfusional en los bancos de sangre. La Iniciativa 

del Cono Sur logró la interrupción de la transmisión vectorial en Uruguay, Chile, trece estados de 

Brasil, seis provincias de Argentina y un departamento de Paraguay (Pinto Dias, 2007). Además, 

gracias a este programa se introdujo la legislación para la obligatoriedad y estandarización de los 

métodos de control serológicos en los bancos de sangre en todos los países involucrados. Sin 
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embargo, a pesar de los logros alcanzados, la transmisión mediada por triatominos todavía origina 

casi 30000 nuevos casos de infección en regiones endémicas, pudiendo ser responsable de más 

del 70% de los casos en países donde no hay un control sistemático del vector (Coura et al., 2009). 

La falta de aplicación de programas de control o su discontinuidad por problemas políticos 

es una de las razones por las cuales no se ha logrado aún la eliminación completa del vector en 

muchas regiones endémicas. En esas zonas, la vivienda precaria representa un ambiente propicio 

para los vectores por lo que la enfermedad de Chagas es una afección que está íntimamente 

asociada a la pobreza y a las malas condiciones de vida que sufre una parte importante de la 

población de América Latina (World Health Organization, 2007). La región conocida como El Gran 

Chaco presenta altos niveles de prevalencia de infección por T. cruzi en humanos, mayormente 

debido a la vía de transmisión vectorial, aún activa, como consecuencia de la infestación 

domiciliaria con T. infestans, el principal vector en esta área (Gürtler, 2009; Moretti et al., 2010; 

Samuels et al., 2013). Esta ecorregión incluye, además de ciertas regiones de Bolivia y Paraguay,  

parte del norte de Argentina abarcando las provincias de Salta, Santiago del Estero y Chaco (Figura 

4). En comunidades rurales de Bolivia se han reportado alarmantes seroprevalencias desde el 

66.2% en mayores de 10 años hasta cercanas al total de la población (97%) en adultos mayores de 

treinta años (Samuels et al., 2013; Fernandez et al., 2015). En el Gran Chaco argentino, persisten 

regiones rurales y periurbanas con altos índices de infestación domiciliarias por triatominos y 

elevadas prevalencias de infección. Moretti et al. (2010) reportaron prevalencias medias del 21% 

Figura 4 Países y provincias que abarca la Región del Gran Chaco.  
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en niños de entre 0-5 años, mayores al 50% en el grupo de 6 a 20 años y alrededor del 70% en 

adultos mayores de 30 años en comunidades rurales y urbanas al norte de la provincia de Chaco, 

localidad de Misión Nueva Pompeya. Recientemente, se ha reportado una prevalencia del 24.1% 

en adultos mayores de 18 años en Pampa del Indio, provincia de Chaco (Sartor et al., 2017). 

Por otro lado, la migración de personas infectadas desde zonas rurales a zonas urbanas y 

hacia áreas no endémicas y la consecuente introducción de T. cruzi en los bancos de sangre 

posibilitaron la adquisición de la enfermedad en las ciudades por vía transfusional y su extensión 

hacia países que carecen de la vía vectorial de infección como Estados Unidos, Canadá y muchos 

países de Europa, principalmente España (Schmunis & Yadon, 2010). Unos 300000 individuos 

infectados por T. cruzi viven en los Estados Unidos, en su mayoría inmigrantes de México y 

Centroamérica; mientras que, España tiene el segundo mayor número de inmigrantes infectados, 

estimándose alrededor de 67000, originarios en su mayoría de Ecuador, Argentina, Bolivia y Perú 

(WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas Disease, 2012). La infección por T. cruzi debe ser 

considerada, por lo tanto, como un problema de Salud Global. 

 

 Respuesta inmune del hospedador 

Diversos estudios han demostrado que la variabilidad de la patogenia resultante de la 

infección por T. cruzi depende tanto de la respuesta inmune del hospedador como de la 

heterogeneidad de los parásitos (dos Santos et al., 2009; Bryan et al., 2010). Estos últimos cuentan 

con una infinidad de mecanismos para evadir el gran despliegue de respuestas innatas y 

adquiridas del hospedador mamífero (Junqueira et al., 2010; DosReis, 2011; Cardoso et al., 2016). 

Durante la fase aguda de la infección, se ponen en juego los mecanismos de inmunidad innata 

para eliminar el parásito disminuyendo su replicación y expansión a los tejidos mediante el 

desencadenamiento de una importante reacción inflamatoria. A su vez, durante esta etapa se 

inicia la activación de las células T CD4+, T CD8+ y células B del sistema inmune adquirido. Los 

tripomastigotes de T. cruzi pueden adherirse e invadir cualquier tipo de célula nucleada del 

hospedador, incluyendo las fagocíticas del sistema inmune, gracias a sus moléculas de superficie, 

especialmente las trans-sialidasas. En el caso de haber invadido células no fagocíticas, estas 

enzimas también intervendrían en el escape del parásito desde la vacuola parasitófora hacia el 

citosol, mientras que en el caso de macrófagos el parásito pone en marcha una serie de enzimas 

antioxidantes para protegerse de las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (Piacenza et al., 
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2008; Cardoso et al., 2016; Nardy et al., 2016). Una vez en el citoplasma, los tripomastigotes se 

transforman a amastigotes y se replican en cantidad.  

Los principales componentes celulares innatos que intervienen en la primera etapa de la 

infección son los macrófagos, las células natural killer y las células dendríticas. La elevada 

parasitemia durante la fase aguda es eventualmente controlada por las citoquinas 

proinflamatorias y moléculas microbicidas liberadas por macrófagos y células natural killer. Los 

receptores de patrones asociados a patógenos tipo Toll (TLR, Toll like receptor) que se encuentran 

tanto en la superficie como en el interior de las células del sistema inmune del hospedador juegan 

un papel fundamental en la activación de los macrófagos y liberación de citoquinas 

proinflamatorias como IL-1, TNF-α (Junqueira et al., 2010; DosReis, 2011). Los receptores TLR2/6 y 

TLR-4 en la superficie de células del sistema inmune innato promueven la activación de 

macrófagos mediante su unión a las mucinas con anclaje GPI y a la porción ceramida de los GIPLs 

de la superficie de T. cruzi (Junqueira et al., 2010; Cardoso et al., 2016). Por otro lado, los 

receptores TLR-7 y TLR-9 en los endosomas de las células dendríticas son activados por el ARN o 

sitios CpG del ADN provenientes de los tripomastigotes que llegan a ser lisados en los lisosomas, 

respectivamente (Junqueira et al., 2010; Cardoso et al., 2016). La activación de estos receptores 

vía MyD88, conduce a la activación de la inmunidad adquirida mediante la secreción de IL-12 por 

parte de la célula dendrítica que consecuentemente inducirá la diferenciación de células Th0 en un 

perfil Th1. Los linfocitos Th1 secretan IFN-γ que contribuye a la activación de más macrófagos, 

células natural killer y linfocitos T CD8+ incrementando así la inflamación y, en consecuencia, la 

patogenia de la infección. Para evitar el daño tisular producido por las respuestas proinflamatorias 

se desencadena hacia el final de la fase aguda una respuesta anti-inflamatoria mediada por la 

liberación de IL-10 y TGF-B, que contribuiría a la persistencia del parásito durante toda la vida del 

hospedador (DosReis, 2011). 

Por su parte, los antígenos provenientes de los amastigotes en el citosol de las células del 

mamífero se procesan por la vía endógena y se presentan a través del CMH de clase I (Cardoso 

et al., 2016). Esta presentación estimula una respuesta de linfocitos citotóxicos que si bien es 

fuerte, es tardía, demorando entre 5-6 días post-infección con lo que su inicio coincide con la 

primera ronda de replicación y emergencia del parásito (Tarleton, 2015). Así, T. cruzi cuenta con 

tiempo suficiente para dispersarse por el cuerpo hospedador sin restricciones iniciales por parte 

del sistema inmune (Tarleton, 2015). Además, muy pocos antígenos son capaces de activar la 
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respuesta de células T citotóxicas, incluso el repertorio de T CD8+ está restringido a pocos 

péptidos inmunodominantes principalmente correspondientes a las secuencias de las trans-

sialidasas (Martin et al., 2006). Por lo tanto, si bien los linfocitos T CD8+ son capaces de eliminar 

efectivamente células infectadas mediante perforinas y su actividad citotóxica, sumado a la 

producción de IFN-γ (lo que favorece aún más las respuestas inflamatorias) (De Alencar et al., 

2009), no logran eliminar la infección debido al retraso en su accionar y al fenómeno de 

inmunodominancia. Recientemente, se ha descubierto que los linfocitos Th17 tendrían un rol 

protectivo frente a la infección al contribuir a la activación de los linfocitos TCD8+ vía secreción de 

IL-21 que permite mantener la respuesta de estos linfocitos durante la fase crónica (Cai et al., 

2016). 

Por otro lado, la respuesta humoral específica mediada por linfocitos B también se ve 

retrasada. Esto se debe a que T. cruzi expone un amplia variedad de proteínas antigénicas en su 

superficie entre las que se encuentran las grandes familias proteicas como las mucinas, las MASPs 

y las trans-sialidasas codificadas por grupos de genes muy polimórficos, que se expondrán más 

adelante. La presencia de esta gran cantidad de antígenos produce una serie de respuestas de 

anticuerpos no neutralizantes lo que funciona como una pantalla de humo retrasando la 

producción de anticuerpos específicos (Cardoso et al., 2016). En este sentido es fundamental el rol 

del antígeno T-independiente SAPA, región repetitiva de las trans-sialidasas, que actúa como un 

activador policlonal de linfocitos B que conduce a una hipergammaglobulinemia contra este 

antígeno protegiendo la actividad del dominio catalítico (Buscaglia et al., 1999; Nardy et al., 2016). 

Se ha demostrado que las cepas de ratones resistentes a la infección producen una elevada 

respuesta de IgM totales seguida de una respuesta IgG2b contra antígenos específicos del 

parásito, sumado a un perfil de citoquinas tendiente a una respuesta Th1 celular para eliminar 

células infectadas. Mientras que en las cepas susceptibles, se desarrolla una elevada 

hipergammaglobulinemia (IgG1, IgG2a) con baja producción de anticuerpos específicos contra 

parásito, y con un perfil de citoquinas circulantes tipo Th2 (Bryan et al., 2010). Por lo tanto, no solo 

la activación policlonal de linfocitos B por parte superantígenos o mitógenos, estaría asociado a los 

distintos patrones de respuesta humoral en hospedadores susceptibles y resistentes, sino también 

los perfiles de citoquinas que llevan a respuestas Th1 o Th2 (Bryan et al., 2010). 
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Como se ha expuesto de forma breve, T. cruzi tiene una enorme cantidad de mecanismos 

de evasión de la respuesta inmune muchos no mencionados incluso aquí como ser los mecanismos 

de evasión del sistema del complemento (Lidani et al., 2017; Wyllie & Ramirez, 2017).  

 

 Inmunopatogenia y manifestaciones clínicas 

Después de un período de incubación de 2-3 semanas, la infección por T. cruzi se 

manifiesta por la presencia de un gran número de parásitos en el torrente sanguíneo y en diversos 

tejidos. Como se mencionó anteriormente, la infección aguda produce una activación excesiva del 

sistema inmune que incluye: citoquinemia (altos niveles plasmáticos de citoquinas), activación 

intensa de células B y T, linfoadenopatía, esplenomegalia y procesos inflamatorios intensos 

asociados con nidos de parásitos dentro de los tejidos (Junqueira et al., 2010). Los síntomas de la 

fase aguda aparecen entre 1-2 semanas de la infección produciéndose desde un cuadro febril 

hasta miocarditis o meningoencefalitis severas (5-10% de casos sintomáticos) o incluso puede ser 

asintomática (Rassi et al., 2010). Entre los síntomas típicos, se incluyen: fiebre prolongada, 

malestar, agrandamiento del hígado, bazo y ganglios linfáticos, edema subcutáneo (localizado o 

generalizado); y, en el caso particular de transmisión por vectores, también se observan los signos 

de entrada de T. cruzi a través de la piel (chagoma) o a través de las mucosas oculares (Rassi et al., 

2010) (Figura 1). 

El desarrollo de una inmunidad adquirida efectiva, con una fuerte respuesta tipo T-helper-

1 con células tanto CD4 como CD8, y la producción de citoquinas tales como IFN-γ, TNF-α, e IL-12, 

conduce al control de la parasitemia y el parasitismo (niveles de parásitos en los tejidos) 

(Junqueira et al., 2010). Sin embargo, el parásito no es eliminado completamente debido a la 

respuesta de IL-10 y TNF-β para disminuir la inflamación y el daño tisular, lo que se relaciona con 

la continuidad de replicación del parásito por la inhibición de la actividad tripanomicida de los 

macrófagos (Rassi et al., 2010). Así, la infección avanza hacia la fase crónica que perdura durante 

toda la vida del hospedador y se mantiene con escasa parasitemia y parasitismo. Los resultados de 

investigaciones en modelos murinos y de estudios clínicos humanos apoyan la hipótesis de que 

tanto una respuesta autoinmune como la respuesta inmune de citoquinas inflamatorias y 

quimiocinas impulsada por el parasitismo de bajo grado pero incesante, desempeñan un papel 
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fundamental en la generación de las lesiones del corazón que conducen a la cardiopatía chagásica 

(Bilate & Cunha-Neto, 2008). 

Durante la infección crónica, el equilibrio entre la contención del parásito mediada por el 

sistema inmune y la inflamación dañina de los tejidos del huésped probablemente determina el 

curso de la enfermedad. Al comienzo de la fase crónica, la infección por T. cruzi es asintomática en 

la mayoría de los pacientes. Sin embargo, a medida que avanza, el curso clínico se vuelve variable, 

desde la ausencia de síntomas hasta el desarrollo de una enfermedad grave con afectación 

cardiovascular y/o gastrointestinal en un 30% de los pacientes crónicos (Rassi et al., 2010). La 

patología del corazón se asocia a menudo con una miocarditis intensa, y con frecuencia conduce a 

cardiomegalia, insuficiencia cardiaca congestiva y arritmias (Bilate & Cunha-Neto, 2008). Si la 

respuesta inmunológica es ineficaz o, paradójicamente, conduce al daño tisular, tanto la carga 

parasitaria como la inflamación inmunomediada aumentan. Por el contrario, una respuesta 

inmune bien ejecutada, en la que se reduce la carga parasitaria y las consecuencias inflamatorias 

se reducen al mínimo, da como resultado un menor daño tisular (Rassi et al., 2010). La evaluación 

de las respuestas de citoquinas humanas durante la enfermedad de Chagas ha demostrado que los 

pacientes asintomáticos tienen una mayor proporción de IL-10 que TNF-α, en comparación con los 

pacientes cardíacos (Souza et al., 2007). Además, los altos niveles de citocinas proinflamatorias 

como el IFN-γ y el TNF-α están asociados con una patología grave (Cunha-Neto et al., 2009), 

estableciendo que el equilibrio entre las citocinas anti-inflamatorias y las citocinas inflamatorias es 

un determinante clave en la patogénesis de la enfermedad de Chagas (Junqueira et al., 2010; 

Medeiros et al., 2017). 

Como se mencionó, las manifestaciones clínicas de la fase crónica de la infección van 

desde la ausencia de síntomas (forma indeterminada de la infección) hasta enfermedad severa 

agrupándose en formas clínicas cardiacas, digestivas y cardiodigestivas (Rassi et al., 2010). La 

forma digestiva se observa principalmente en Argentina, Brasil, Chile y Bolivia, siendo rara en el 

norte de Sudamérica, Centroamérica y México (Rassi et al., 2010). La disparidad en la distribución 

geográfica de los megasíndromes puede reflejar las divergentes filogeografías de los DTUs de T. 

cruzi (Zingales et al., 2012). La disfunción gastrointestinal (principalmente megaesófago, 

megacolon o ambos) se desarrolla aproximadamente en el 10-15% de los pacientes crónicamente 

infectados (Rassi et al., 2010). El megaesófago causa disfagia con odinofagia, combinada con dolor 

epigástrico, regurgitación, salivación excesiva y desnutrición en casos graves; mientras que el 
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megacolon frecuentemente produce constipación, distensión abdominal, diarrea y 

ocasionalmente obstrucción del intestino grueso (Pinazo et al., 2010; Rassi et al., 2010). Por otro 

lado, la forma cardiaca es la manifestación más grave y frecuente de la enfermedad de Chagas 

crónica. Se desarrolla en el 20-30% de los individuos y típicamente conduce a anomalías del 

sistema de conducción del corazón (típicamente, bloqueo de rama derecha y bloqueo fascicular 

anterior izquierdo), bradiarritmias y taquiarritmias, aneurismas apicales, insuficiencia cardíaca, 

tromboembolismo y muerte súbita, siendo esta última la principal causa de muerte en pacientes 

con cardiopatía chagásica (Rassi et al., 2010). La muerte cardiaca súbita puede ocurrir incluso en 

pacientes que fueron previamente asintomáticos. La asociación de enfermedad cardiaca con 

megaoesófago o megacolon, o ambas define la forma cardiodigestiva de la enfermedad de Chagas 

pero la prevalencia exacta de la forma cardiodigestiva no se conoce debido a la escasez de 

estudios apropiados (Rassi et al., 2010). 

 

 Tratamiento 

El tratamiento de la infección por T. cruzi tiene como objetivo la eliminación del parásito 

del individuo infectado para disminuir la probabilidad de desarrollar enfermedad chagásica 

sintomática y de transmisión a individuos sanos. Los fármacos utilizados para el tratamiento desde 

finales de la década de los 60´ son el nifurtimox y/o el benznidazol (Sosa-Estani et al., 2009; 

WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas Disease, 2012). En un principio el tratamiento era 

aplicado sólo en pacientes cursando la fase aguda de la infección y en bebés infectados por vía 

congénita con hasta un 80% y 99% de curación (seroconversión y parasitemia negativa), 

respectivamente. Varios estudios clínicos demostraron luego que ambos fármacos son altamente 

efectivos también en niños con infección crónica (hasta 70% de efectividad) (Sgambatti de 

Andrade et al., 1996; Sosa-Estani & Segura, 2006). 

Por otro lado, el tratamiento de pacientes adultos en fase crónica es un tema muy 

controversial debido a la frecuencia de los efectos secundarios y a las dificultades para evaluar la 

efectividad del tratamiento (Sosa-Estani & Segura, 2006; Viotti et al., 2014). Durante años 

prevaleció, además, la idea de la inutilidad de la terapia antiparasitaria en estos pacientes basado 

en la teoría de que la fisiopatología de la enfermedad es debida a procesos autoinmunes y no a 

procesos inflamatorios disparados por la persistencia del parásito en los tejidos (Sosa-Estani & 
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Segura, 2006; Sosa-Estani et al., 2009; Viotti et al., 2014). La evidencia actual apunta a que ambos 

procesos tienen relevancia en la patología de la cardiopatía chagásica (Bilate & Cunha-Neto, 2008; 

Urbina, 2010). Varios estudios tanto en Argentina como otros países han demostrado que los 

pacientes tratados demuestran no sólo seroconversión y/o cura parasitológica sino también una 

disminución del progreso de la condición clínica demostrando inclusive cambios 

electrocardiográficos, en comparación a pacientes no tratados (Viotti et al., 1994, 2006; Fabbro De 

Suasnábar et al., 2000). Estos trabajos apoyan la hipótesis de que la persistencia del T. cruzi es un 

estímulo necesario para la respuesta inflamatoria crónica que resulta en daño tisular y que, por lo 

tanto, el tratamiento etiológico en pacientes crónicos debe ser indicado (Urbina, 2010; Viotti et al., 

2014). Se esperaba que el BENEFIT (Evaluación de Benznidazol para Interrumpir la 

Tripanosomiasis), que fue un ensayo intencional a gran escala, multicéntrico, doble ciego, 

controlado con placebo, pruebe la hipótesis de que la terapia con benznidazol es beneficiosa para 

pacientes con enfermedad cardíaca chagásica crónica (WHO/TDR Disease Reference Group on 

Chagas Disease, 2012). Sin embargo, este trabajo demostró en base al análisis de casi 3000 

pacientes con cardiomiopatía chagásica procedentes de distintos países, que la terapia 

tripanomicida con benznidazol si bien redujo significativamente la detección del parásito en suero, 

no disminuyó el deterioro en la condición clínica cardiaca tras 5 años de tratamiento (Morillo 

et al., 2015). Por lo que, la controversia continúa y el cambio de paradigma sobre el tratamiento 

etiológico en pacientes crónicos no es tan sencillo debido a la cantidad de estudios discordantes. 

Estas discordancias podrían deberse a diferencias en: las poblaciones estudiadas, los métodos de 

evaluación utilizados, los esquemas terapéuticos aplicados, la duración del seguimiento, el criterio 

de cura o posibles diferencias regionales tanto de hospedador como de cepas de parásitos (Viotti 

et al., 2014; Morillo et al., 2015; Pecoul et al., 2016). 

Los resultados del BENEFIT si bien son desalentadores, representan un llamado de 

atención sobre la urgencia de investigación en nuevas terapias y mejoras en el diagnóstico de la 

infección (Pecoul et al., 2016). Las principales limitantes del uso del nifurtimox y el benznidazol se 

deben a que se aplican en tratamientos prolongados (60 días) y tienen efectos secundarios 

frecuentes que pueden conducir a la discontinuación del tratamiento. Además, ambos fármacos 

son genotóxicos, lo que impide el tratamiento durante el embarazo. Otra limitante del uso de 

estos fármacos principalmente en la fase crónica, es la falta de herramientas diagnósticas para 

seguir el tratamiento y evaluar la curación (WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas 

Disease, 2012). Las pruebas parasitológicas si bien pueden indicar falla terapéutica cuando son 
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positivas, dado su baja sensibilidad no aseguran ausencia del parásito cuando son negativas. 

Mientras que la serología puede permanecer reactiva en los pacientes durante varios años 

después del tratamiento, incluso en aquellos que están curados. Otras limitaciones básicas en el 

manejo de los pacientes infectados son la baja cobertura de medicamentos y la falta de una 

prueba diagnóstica adecuada para los bebés nacidos de madres infectadas (WHO/TDR Disease 

Reference Group on Chagas Disease, 2012). Además, la Organización Mundial de la Salud 

establece que es prioritaria la producción de nuevos fármacos que proporcionen un tratamiento 

más corto con menos efectos secundarios y la elaboración de formulaciones pediátricas 

(WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas Disease, 2012). Entre los enfoques más 

prometedores en este sentido, se encuentran: los inhibidores de la biosíntesis de ergosterol, como 

el posaconazol y el ravuconazol; inhibidores de cruzipaína, la principal cisteín-proteasa de T. cruzi; 

bisfosfonatos, que inhiben la farnesil-pirofosfato sintasa del parásito; e inhibidores de la síntesis 

de tripanotión (Urbina, 2010). 

 

 Diagnóstico 

Existen distintos métodos de diagnóstico de la infección por T. cruzi, cuya efectividad y 

aplicabilidad depende en gran parte de la fase de la infección. En humanos, durante la fase aguda 

en la que los parásitos circulan en la sangre, el diagnóstico se basa en métodos parasitológicos, 

como el Strout, microhematocrito, microtubo, gota fresca, gota gruesa (estos cuatro últimos 

apropiados en niños y neonatos por el bajo volumen de sangre que emplean, ~0.3 mL), 

xenodiagnóstico o hemocultivo («Programa Nacional de Chagas», 2006). Estas técnicas a pesar de 

ser específicas poseen baja sensibilidad (20-50%) y, además, pueden requerir largos tiempos de 

incubación. En esta fase también pueden aplicarse métodos serológicos, especialmente aquellos 

que utilizan antígenos marcadores de infección temprana (Mallimaci et al., 2010; Volta et al., 

2015). Mientras que la fase crónica de la enfermedad, se caracteriza por una baja parasitemia que 

impide la detección de parásitos por métodos directos. El diagnóstico en esta fase es 

esencialmente serológico incluyendo básicamente tres tipos de pruebas convencionales: 

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), Hemoaglutinación Indirecta (HAI) y Ensayo Inmunoabsorbente 

Ligado a Enzima (Enzime Linked Immunosorbent Assay, ELISA) (Balouz et al., 2017). La mayoría de 

estas pruebas de serología convencional tienen sensibilidades de entre 94-99.5% y especificidades 

de 94-96% (WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas Disease, 2012). Para que el diagnóstico 
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de la infección chagásica sea certero en un 95% es recomendable aplicar dos ensayos de serología 

convencional y tres ensayos para que lo sea en un 98% (World Health Organization, 2007). Por lo 

tanto, la confirmación de la infección en un paciente requiere de al menos dos de tres pruebas 

serológicas positivas. 

Las pruebas serológicas comerciales disponibles en la actualidad emplean ya sea 

homogenados proteicos totales (extractos crudos) de T. cruzi, fracciones del parásito semi-

purificadas o antígenos recombinantes (kits de primera, segunda y tercera generación, 

respectivamente). Estos últimos, empezaron a producirse hacia finales de los 80´, con el 

advenimiento de la tecnología del ADN recombinante que permitió la generación de bibliotecas de 

ADN o ADNc del parásito y, en consecuencia, el descubrimiento y clonado de numerosos antígenos 

de T. cruzi (Da Silveira et al., 2001; Balouz et al., 2017). El uso de los antígenos recombinantes en 

las técnicas serológicas, trajo ventajas en relación a los homogenados totales o fracciones 

antigénicas del parásito, como ser la facilidad de producción y su mayor especificidad a la hora de 

discriminar entre infecciones con parásitos emparentados y con áreas endémicas solapadas como 

Leishmania spp. (Umezawa et al., 1999, 2009; Da Silveira et al., 2001; Caballero et al., 2007; Gil 

et al., 2011). Hoy en día muchos de los kits de inmunodiagnóstico comerciales utilizan antígenos 

recombinantes resultando en elevados valores de especificidad y sensibilidad (Balouz et al., 2017). 

Sin embargo, se han reportado discordancias al estudiar con un mismo kit, muestras provenientes 

de distintos países que difieren en los linajes del parásito circulantes. El kit de ELISA Chagatest 

recombinante de Laboratorios Wiener (Rosario, Argentina), por ejemplo, demuestra una 

sensibilidad del 100% en pacientes chagásicos de países del Cono Sur pero al ser evaluado en 

sueros de pacientes de Centro América tiene una sensibilidad menor, de entre 81% (pacientes 

crónicos de Panamá) y 95% (pacientes crónicos de Colombia) según un estudio realizado 

previamente (Ramírez et al., 2009). Otros estudios multicéntricos han corroborado que hay 

diferencias de reactividad ante los distintos antígenos recombinantes según el origen de las 

muestras de sueros (Da Silveira et al., 2001; Otani et al., 2009). De manera similar, los kits que 

utilizan extractos proteicos de epimastigotes como antígeno, sumado a su baja especificidad 

principalmente frente a infecciones con parásitos emparentados, presentan sensibilidades 

variables que llevan a resultados discrepantes e inconclusos (faltos negativos y/o falsos positivos) 

(Otani et al., 2009). En los capítulos II y III, se tratarán en mayor detalle los antecedentes sobre el 

uso de antígenos recombinantes para el inmunodiagnóstico de la infección en humanos y en 

reservorios domésticos (perros), respectivamente. 
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El diagnóstico de la infección también puede lograrse mediante la detección de material 

genético del parásito por la técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction). Las secuencias blanco de 

amplificación mediante esta técnica más utilizadas son la regiones hipervariables del minicírculo 

(ADNk) y una región con repeticiones en tándem del ADN nuclear (stDNA) del parásito (Ramírez 

et al., 2009). Si bien la PCR (ya sea convencional o cuantitativa) es una técnica 100% específica, no 

es tan sensible como los métodos serológicos convencionales. Su sensibilidad depende en gran 

parte de los target escogidos para la amplificación, de la parasitemia y, por lo tanto, de la fase de 

la infección variando alrededor del 45%-75%, mediante PCR convencional, y alcanzando hasta el 

80%-84% mediante qPCR, en pacientes crónicos (Castro et al., 2002; Ramírez et al., 2009; Schijman 

et al., 2011; Ramirez et al., 2015). La detección del ADN del parásito en pacientes infectados puede 

ser incrementada mediante la evaluación de muestras seriadas (Castro et al., 2002; Bisio et al., 

2011). Por su parte, en bebés congénitos de hasta 6 meses de vida se ha reportado un 100% de 

sensibilidad en la detección de T. cruzi mediante PCR (Schijman et al., 2003). 

Lo mencionado da cuenta de que se requieren herramientas diagnósticas sensibles y 

específicas que utilicen reactivos que no sean susceptibles al origen geográfico y/o a las cepas 

infectantes de los pacientes evaluados. La secuenciación del genoma de T. cruzi (El-Sayed et al., 

2005), los avances bioinformáticos para análisis genómicos o protéomicos y el desarrollo de las 

tecnologías de generación de péptidos sintéticos representan una combinación de estrategias 

útiles para la identificación y construcción de nuevos candidatos vacunales y de diagnóstico 

(Cooley et al., 2008; Carmona et al., 2015). Como se ha demostrado recientemente, la 

construcción de péptidos sintéticos conteniendo epítopes claves de ciertos antígenos de T. cruzi, 

resulta no sólo en una facilidad de producción de los reactivos sino también en una elevada 

eficiencia diagnóstica en ensayos de ELISA de “nueva generación” (Balouz et al., 2015; Durante 

et al., 2017; Mucci, Carmona, et al., 2017). La investigación en nuevos antígenos de T. cruzi ya sea 

completos o péptidos de su secuencia, y su aplicación como herramientas diagnósticas o 

inmunizantes, es necesaria para superar las limitaciones mencionadas. 

El perfeccionamiento de las herramientas diagnósticas disponibles para la infección por T. 

cruzi y/o el desarrollo de nuevas, se encuentran entre las prioridades de investigación sobre la 

enfermedad propuestas por la Organización Mundial de la Salud (2007). Como se ha mencionado, 

por un lado, es frecuente la ocurrencia de resultados inconclusos en la serología de pacientes 

crónicos por lo cual se requieren de dos o más pruebas serológicas, y en algunos casos, de la 
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confirmación por PCR (Modolo-Picka et al., 2007). Probablemente esto sea debido a la variación 

genética entre los distintos linajes de T. cruzi o a la capacidad del parásito de evadir la respuesta 

inmune del hospedador mediante mecanismos diversos. A estas problemáticas se suma la 

necesidad de nuevas herramientas para el seguimiento y confirmación de cura en pacientes en 

tratamiento así como la falta de un ensayo que permita predecir la evolución clínica de las formas 

crónicas (Sosa-Estani et al., 2009). Si bien la técnica de PCR es útil para confirmar falla terapéutica, 

su baja sensibilidad en la etapa crónica de la infección puede conducir a falsos negativos que se 

interpreten incorrectamente como cura tras la terapia antiparasitaria. En este sentido, es 

necesaria la búsqueda de antígenos que funcionen como marcadores biológicos de carga 

parasitaria y que puedan ser utilizados en técnicas de inmunodiagnóstico para mencionado 

propósito (Santamaría et al., 2013). Este tema se ampliará en el capítulo II de esta tesis. 

Otra de las prioridades de investigación sugeridas por la OMS es desarrollar nuevos 

modelos de vigilancia epidemiológica y modelos que permitan evaluar la efectividad de los 

programas de control (World Health Organization, 2007). En este sentido, se ha demostrado que 

los perros actúan como verdaderos centinelas de la transmisión de la infección por T. cruzi debido 

al papel epidemiológico que cumplen como reservorios en el ciclo de transmisión doméstica 

(Gürtler et al. 2005; Gürtler et al. 2007; Gürtler et al. 2009). Por ello, el diagnóstico adecuado de la 

infección en estos animales constituye una herramienta importante para el seguimiento de 

programas de rociamiento con insecticidas en aquellas áreas de transmisión activa y para estimar 

el riesgo de transmisión al hombre (Gürtler et al. 1990; Cardinal et al. 2006). Se profundizará en 

estos aspectos en el capítulo III. 

 

 Proteínas de superficie de T. cruzi 

A medida que T. cruzi atraviesa los distintos estadios del su ciclo vital sufre modificaciones 

morfológicas y bioquímicas, entre ellas el remodelado de la cubierta proteica que expresa en su 

superficie. La cubierta de T. cruzi está formada principalmente por glucoconjugados con anclaje 

glucosil-fosfatidil-inositol (GPI) organizadas en dos capas yuxtapuestas de mucinas O-glicosiladas 

en la parte superior y, por debajo, gluco-inositol-fosfolípidos (GPILs). En menor proporción y 

esparcidos en la superficie, se encuentran otras glucoproteínas como: trans-sialidasas (TS), 

proteínas de superficie asociadas a mucinas (MASPs), glucoproteínas Gp85, el antígeno TSSA 
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(antígeno pequeño de superficie de tripomastigote) y antígenos TolT (Mucci, Lantos, et al., 2017). 

Esta gran cantidad de proteínas se disponen de manera organizada en balsas lipídicas o “lipid 

rafts” donde proteínas y lípidos se agregan para cumplir funciones específicas en la superficie del 

parásito (Mucci, Lantos, et al., 2017). A continuación se describirán brevemente las familias de 

proteínas de superficie de T. cruzi más relevantes. 

 

 Mucinas 

En la actualidad se considera que las mucinas son las proteínas de composición 

mayoritaria en la superficie de T. cruzi. Estas glucoproteínas O-ligadas tienen una secuencia con 

extremos N-terminal (péptido señal) y C-terminal (anclaje GPI) conservados y un núcleo variable 

de entre 50-200 aminoácidos rico en residuos de Serina y Treonina, que se O-glicosilan con 

oligosacáridos (Buscaglia et al., 2006). El genoma  de T. cruzi  (CL Brener) contiene 863 genes de 

mucinas que se agrupan en dos familias: TcMUC (844 genes) y TcSMUG (19 genes), que se 

diferencian según el estadio del parásito en el que se expresan, ya sea en los estadíos del 

hospedador mamífero o del vector (El-Sayed et al., 2005). Por su parte, la familia TcMUC incluye 

proteínas que se expresan en los estadíos tripomastigote o amastigote del mamífero y se 

subdivide en tres grupos: TcMUC I, TcMUC II y TSSA (TcMUC III) (Buscaglia et al., 2006). Las 

proteínas de TcMUC I se caracterizan por un núcleo central con repeticiones en tándem que 

principalmente se expresan en amastigotes. Por su parte, los miembros de TcMUC II carecen de las 

repeticiones en la región central y se expresan principalmente en tripomastigotes. Una 

característica distintiva de la familia TcMUC II es que una proporción de sus genes están ligados en 

el genoma a los genes de las trans-sialidasas, que se discutirán más adelante. Por último, el 

antígeno TSSA, a pesar de pertenecer a la familia TcMUC, se diferencia de los grupos I y II en que 

consiste en polipéptidos cortos que carecen de regiones ricas en Treonina (Buscaglia et al., 2006). 

Este antígeno es altamente inmunogénico y es codificado por un gen de copia única con dos 

isoformas que se diferencian en la secuencia de la región central: el alelo TSSA-I se restringe a los 

linajes TcI, TcIII y TcIV (previamente linajes TcI, TcIIb y TcIIc), mientras que el alelo TSSA-VI 

(denominado en un principio como TSSA-II) se restringe a los linajes TcII, TcV y TcVI (previamente, 

TcIIa, TcIId y TcIIe) (Di Noia et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2010). En consecuencia, se propuso a 

este antígeno como el primer marcador inmunológico de linaje infectante mediante técnicas 

serológicas. Se ha comprobado experimentalmente que TSSA VI reacciona con sueros de humanos 



 Introducción General 
 

28 
 

infectados con TcII, TcV y TcVI y con sueros de ratones infectados experimentalmente con TcII y 

TcVI; mientras que TSSA I reacciona con pacientes, ratones y conejos infectados con TcI aunque 

con menor reactividad  (Di Noia et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2010; Risso et al., 2011; Balouz 

et al., 2015). Por último, las mucinas de la familia TcSMUG se caracterizan por un núcleo central 

con secuencia más corta que el resto de las mucinas comentadas anteriormente y se expresan en 

el estadío epimastigote (Buscaglia et al., 2006). 

La heterogeneidad y diversidad de la capa de mucinas expresadas en la superficie de los 

estadíos de T. cruzi presentes en el vector y en los estadíos presentes en el hospedador mamífero 

tienen grandes implicancias a nivel biológico (Buscaglia et al., 2006). Las mucinas que se expresan 

en la superficie de los estadíos epimastigote y tripomastigote metacíclico, tendrían un rol 

protectivo contra las proteasas presentes en el tracto digestivo del vector insecto triatomino. Por 

otro lado, en el caso de los tripomastigotes metacíclicos y de tripomastigotes sanguíneos, las 

mucinas, además, estarían implicadas en la adhesión e invasión de las células del hospedador 

mamífero. Uno de los roles más destacados de las mucinas es funcionar como aceptoras del ácido 

siálico que es transferido desde la superficie de las células hospedadoras por la enzima trans-

sialidasa, lo que les permite evadir el sistema inmune del mamífero como se verá en la sección 

siguiente. Por otro lado, se ha reportado que el antígeno TSSA VI funcionaría como una adhesina 

facilitando también la internalización de T. cruzi en las células hospedadoras (Cánepa et al., 2012; 

Cámara et al., 2017). 

 

 Trans-sialidasas 

Las trans-sialidasas (TS) constituyen el principal factor de virulencia de T. cruzi y son unas 

de las enzimas más estudiadas de este parásito (Freire-De-Lima et al., 2015). Estas enzimas forman 

parte de la superfamilia de las trans-sialidasas (TcTS) formada por 1430 genes con 693 

pseudogenes (El-Sayed et al., 2005). Los genes TcS se agrupan en 8 grupos o subfamilias (TcTS I-

VIII), donde el grupo TcTS I incluye las 19 secuencias que codifican para TS enzimáticamente activa 

y el resto incluye genes relacionados con la adhesión celular e invasión (TcTS II), inhibición del 

sistema del complemento (TcTS III) o genes de función desconocida (TcTS IV-VIII) (Freitas et al., 

2011). Las trans-sialidasas (TcTS-I) tienen una estructura particular con un dominio N-terminal 

responsable de la función catalítica y C-terminal con un anclaje GPI. Esta última región C-terminal 
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se denominó SAPA (shed acute phase antigen) y se compone de repeticiones en tándem de 12 

aminoácidos (Affranchino et al., 1989). Como se mencionará más adelante, SAPA tiene un papel 

fundamental en prolongar la vida media de la enzima en la sangre (Buscaglia et al., 1999). 

El accionar de la enzima trans-sialidasa se basa en transferir el ácido siálico presente en la 

superficie de las células del mamífero a los glicoconjugados en la superficie del parásito (Previato 

et al., 1985). Este ácido es fundamental para las interacciones célula-célula de estas especies y de 

otros eucariotas (Frasch, 2000). T. cruzi es incapaz de sintetizar ácido siálico de novo por lo que 

utiliza la trans-sialidasa para transferir este monosacárido desde los sialil-glucoconjugados en la 

superficie de las células del hospedador a las B-galactosas terminales de las mucinas presentes en 

su superficie. Esta estrategia permite al parásito evadir tanto las barreras innatas como 

adaptativas del sistema inmune (Nardy et al., 2016). Por un lado, una vez cubierto con moléculas 

de ácido siálico del hospedador, T. cruzi evita la formación de la convertasa de C3 sobre su 

superficie previniendo así la lisis mediada por el complemento. Además, la unión del ácido siálico a 

receptores específicos en la superficie de las células dendríticas inhibe la producción de la 

citoquina proinflamatoria IL-12, inhibiendo así la activación de las células Th1 y, por lo tanto, la 

activación del sistema inmune adquirido (Erdmann et al., 2009). Por último, la región repetitiva 

SAPA es altamente inmunogénica y actúa como una “pantalla de humo”, engañando al sistema 

inmune adaptativo del hospedador, induciendo la producción de anticuerpos no protectivos 

contra la región repetitiva encubriendo la actividad de la trans-sialidasa y aumentando su vida 

media en la sangre (Nardy et al., 2016). 

 

 MASP: Proteínas de superficie asociadas a mucinas 

Los miembros de la familia proteica MASP (mucin-associated surface protein) tienen 

también dominios N- y C-terminales conservados que codifican para un péptido señal y un sitio de 

anclaje GPI, respectivamente. La región central es variable en secuencia y longitud y contiene una 

gran cantidad de motivos repetitivos. Esta familia contiene una gran cantidad de genes 

(representan el 6% del genoma de T. cruzi) que están asociados espacialmente a los genes de 

TcMUCII (corriente arriba de los genes MASP) y también frecuentemente a los genes de la 

superfamilia gp85/TS-like (corriente debajo de los genes MASP) (Bartholomeu et al., 2009). Las 

MASPs se expresan en la superficie del estadio tripomastigote infectivo del parásito durante la 
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fase aguda de la infección pudiendo también ser secretadas al torrente sanguíneo quedando 

expuestas al sistema inmune del hospedador (Bartholomeu et al., 2009; dos Santos et al., 2012). 

Los miembros de esta familia proteica contribuirían, junto con otros antígenos repetitivos como 

ser SAPA, a la activación policlonal de linfocitos B que lleva a una hipergammaglobulinemia 

durante la fase aguda de la infección retrasando la respuesta humoral específica y neutralizante 

contra el parásito y, por lo tanto, evadiendo su eliminación (Bermejo et al., 2011; dos Santos et al., 

2012). 

 

 La Familia Proteica TcTASV 

Hace no más de una década, la familia proteica TcTASV fue descubierta en el marco de un 

proyecto de investigación cuyo objetivo era la búsqueda de nuevos antígenos para diagnóstico o 

control del parásito centrando la atención en el estadio infectivo tripomastigote (Tekiel et al., 

2009; García et al., 2010). La construcción de bibliotecas substractivas de ADNc de tripomastigotes 

resultó en una estrategia valiosa para detectar transcriptos de ARNm que se expresan en mayor 

medida en éste estadio del parásito y cuya expresión le permitirían invadir y diseminarse en el 

huésped evadiendo la respuesta inmune del mismo. García et al., 2010, construyeron una 

biblioteca de ADNc de tripomastigotes substraída con ADNc de epimastigotes (TcT-E library) a 

partir de la cual lograron identificar esta nueva familia de genes. De los 403 clones secuenciados 

de esta biblioteca, el 46% no tenía homología con ninguna secuencia de las bases de datos de 

proteínas ni de ESTs (Expressed Sequence Tags) de tripanosomátidos estudiadas, por lo que se 

trataba de secuencias nunca antes descriptas. El análisis posterior logró identificar que un gran 

número de los componentes de la biblioteca tenían parte de una secuencia consenso de 280pb 

con características de 3’UTR, a la cual llamaron TcT-Eelem (Figura 5). 

Figura 5 Esquema de las posiciones relativas de las secuencias codificantes (CDS) de la familia TcTASV y el TcT-Eelem. El 
TcT-Eelem se localiza 30-70 pb río abajo del codón de finalización de la traducción en varias secuencias codificantes. 
Extraído de (García et al., 2010). 
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La secuencia del elemento TcT-Eelem fue utilizada para una búsqueda en la primera 

versión “borrador” del genoma de T. cruzi (versión no ensamblada) y se determinó la posición del 

elemento río abajo de algunos ORFs (marcos abiertos de lectura, por sus iniciales en inglés, Open 

Reading Frame). El TcT-Eelem fue siempre localizado 30-70 pb río abajo del codón de finalización 

de la traducción de las secuencias codificantes (CDS), en diferentes contigs del genoma (Figura 5). 

Algunos de los fragmentos de las CDS asociados al TcT-Eelem encontrados por el análisis 

bioinformático, también estaban presentes en la biblioteca TcT-E (García et al., 2010). La búsqueda 

de marcos abiertos de lectura asociados al TcT-Eelem y el análisis de estas secuencias, indicaba 

que los distintos CDSs también tenían características comunes, por ejemplo: regiones codificantes 

5’ y 3’ muy similares. Las observaciones experimentales y computacionales sugerían la presencia 

de una nueva familia de proteínas con características conservadas como los extremos amino- y 

carboxi- terminales y la región 3’UTR del ARN mensajero. 

Para un análisis más exhaustivo se realizaron ensayos de RT-PCR para el estudio de 

transcriptos completos. Se diseñó un cebador antisentido específico para el extremo 3’ del TcT-

Eelem (TcT-Ee-intR) y un cebador sentido específico para el miniexon de T. cruzi (ME) (Figura 5). En 

paralelo, se realizaron otras reacciones de RT-PCR para amplificar los CDSs codificantes para la 

nueva familia de proteínas independientemente de la región no codificante, con cebadores 

diseñados sobre los extremos codificantes 3’ y 5’ (CDS-L y CDS-R, Figura 5). Los productos 

obtenidos fueron clonados y secuenciados. Las regiones codificantes de las secuencias fueron 

conceptualmente traducidas y alineadas, confirmando que pertenecían a una familia multigénica 

con extremos amino- y carboxi- terminales conservados y una región central variable (Figura 6). Ya 

que la composición de las proteínas estaba enriquecida en Alaninas, Serinas y Valinas, y fueron 

identificadas a partir de una biblioteca de T. cruzi enriquecida en cDNA de tripomastigotes, la 

familia fue nombrada TcTASV (Tripomastigotes, Ala, Ser y Val). De acuerdo a la longitud de la 

región central inicialmente se definieron tres sub-familias (A, B y C). Todas las proteínas tenían un 

péptido señal y una secuencia consenso de adición de ancla GPI (Figura 6), sugiriendo que las 

mismas podrían estar localizadas en la superficie del parásito. Los pesos moleculares predichos 

para las proteínas de las sub-familias A, B y C fueron de 18kDa, 27kDa y 36kDa, respectivamente.  

Esta nueva familia proteica se encontraría solo en T. cruzi ya que no se encontraron 

ortólogos de secuencia en tripanosomátidos emparentados, como Leishmania spp. o T. brucei, 

anticipando su potencial especificidad. La posición superficial de estas proteínas, y sus regiones 
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conservadas hacen inevitable su familiarización con otras familias de proteínas de superficie de T. 

cruzi. Sin embargo, un análisis comparativo entre las secuencias de los miembros de TcTASV, 

MASPs, TcMUCII y genes mucin-like, demostró que cada una de estas familias diverge en una rama 

diferente del árbol filogenético, reforzando la idea de que son familias diferentes y que los genes 

TcTASV descriptos forman parte de un novedoso y promisorio descubrimiento (García et al., 2010). 

 

Figura 6 Familia TcTASV: regiones codificantes. Alineamiento de las 13 secuencias de la familia TcTASV 
inicialmente identificadas en la cepa CL Brener por RT-PCR, clonado y secuenciación. Todos los miembros 
de la familia comparten extremos amino- y carboxi- terminales conservados, un péptido señal (la flecha 
muestra el sitio de clivaje predicho) y una secuencia consenso de adición de ancla GPI (caja roja). 
Inicialmente, se identificaron 3 sub-familias según identidad de secuencias y peso molecular predicho de 
las proteínas. Cada secuencia alineada se nombra con una letra mayúscula (A, B o C), según la subfamilia 
que se trate, seguido de un número indicando el miembro. 
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La familia multigénica TcTASV presenta en la cepa CL Brener (linaje TcVI) 38 miembros 

distribuidos en las 3 subfamilias TcTASV-A (20 miembros), TcTASV-B (5 miembros) y TcTASV-C (13 

miembros) (García et al., 2010; Bernabó et al., 2013). Todos los miembros de la familia contienen 

el motivo aminoacídico conservado tasv_all (VX1X2X3[CS]X4X5TDGX6LX7W) y cada subfamilia se 

caracteriza no sólo por la longitud y secuencia del núcleo variable sino también por poseer 

aminoácidos distintivos en las posiciones indeterminadas del motivo tasv_all. La presencia de 

estos genes también fue estudiada en las cepas Dm28 y RA, de los linajes de TcI y TcVI aislados de 

Venezuela y de Argentina, respectivamente (García et al., 2010), tras lo cual se obtuvieron 76 

secuencias únicas: 48 para RA y 28 para Dm28. Por otro lado, se identificó una subfamilia adicional 

a la que se denominó TcTASV-W con características mixtas de TcTASV-A (secuencia aminoacídica) 

y TcTASV-C (longitud de secuencia). En la Tabla 1 se resumen las características de las distintas 

subfamilias de TcTASV. 

 

 

 

 Hipótesis de trabajo 

Dada su relativa novedad, hasta el momento del inicio de este trabajo no se habían 

realizado estudios relacionados con el potencial de estos antígenos como herramientas 

diagnósticas, evaluando su especificidad para determinar exclusivamente infección por T. cruzi. 

Se plantea que los antígenos pertenecientes a la familia TcTASV son útiles para el diagnóstico 

Tabla 1. Características generales de las subfamilias TcTASVs 

 
TcTASV‐A TcTASV-B TcTASV-C TcTASV-W 

Cantidad genes (aprox.) 15-20 2-10 15-20 2-4 

Número de aminoácidos (aprox.) 175-230 240-270 330-360 230-300 

tasv_all: aa X4 y X5 Pro-Gly Ser-Arg Pro-Gly Ala-Glu 

Diversidad (n° de genes) en las 
cepas (Ziliani, 2014): 
CL Brener (TcVI) 
Dm28 (TcI) 
RA (TcVI)  

 

21 
13 
18 
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específico de la infección por T. cruzi debido a que resultan de la expresión diferencial en las 

formas infectivas tripomastigotes, se expresan en su superficie y no comparten homología de 

secuencias con los genomas de Leishmania spp., los tripanosomatidos más cercanamente 

emparentados y con áreas endémicas solapadas. Estas moléculas podrían ser aplicables no sólo 

en la detección de la infección en humanos sino también en reservorios domésticos con 

implicancias en estudios epidemiológicos de la dinámica de transmisión y evaluación de 

campañas antivectoriales. 

Planteada la necesidad de mejorar ciertos aspectos específicos del diagnóstico de la 

infección por T. cruzi, en esta tesis se propuso llevar a cabo una evaluación completa de las 

potenciales bondades mencionadas de esta familia de antígenos, contribuyendo a mejorar 

sensiblemente los aspectos indicados. 

 

 Objetivo general: 

Estudiar la familia de proteínas TcTASV como herramienta para el diagnóstico de la infección 

humana y de reservorios domésticos. 

 

 Objetivos específicos:  

 

1. Expresar y purificar de manera soluble proteínas recombinantes de las subfamilias 

TcTASV-A, B y C. 

2. Evaluar la sensibilidad diagnóstica de los antígenos recombinantes de las subfamilias A, B y 

C de la familia TcTASV, en sueros de pacientes infectados con T. cruzi. 

3. Determinar la especificidad serológica de las mencionadas proteínas recombinantes, 

considerando otras patologías infecciosas. 

4. Indagar la utilidad de la familia TcTASV en el seguimiento serológico de pacientes tratados 

con benznidazol. 

5. Estudiar la utilidad de TcTASV para el diagnóstico serológico de la infección por T. cruzi en 

perros, de interés fundamental en estudios epidemiológicos del ciclo de transmisión 

doméstico de la infección. 
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 : Producción heteróloga de miembros de la familia Capítulo I

proteica TcTASV de T. cruzi 

 

 

 I.1. Introducción 

 

 

Primeras aproximaciones al estudio de la familia TcTASV: Clonado y estudio de 

patrones de expresión  

Las primeras aproximaciones de nuestro grupo para el estudio de esta nueva familia de 

proteínas comenzaron con ensayos para conocer su antigenicidad y patrón de expresión en el 

parásito. Para lo cual, se procedió al clonado y expresión de algunos genes en sistemas bacterianos  

y la utilización de estas proteínas recombinantes para producir antisueros específicos en conejos 

y/o ratones. Los primeros intentos por obtener las proteínas TcTASV, se basaron en el clonado de 

la secuencia completa de la proteína TcTASV-C empleando el vector pQE, de modo de  producir la 

proteína fusionada a una corrida (tag) de 6 histidinas (Bernabó, 2008). Se eligió esta proteína ya 

que había sido previamente identificada en un pool de antígenos vacunales protectivos (Tekiel 

et al., 2009). El clonado y expresión de la TcTASV-C completa fusionada a histidina fracasó, no 

pudiendo evidenciarse la proteína mediante SDS-PAGE ni mediante Western-Blot utilizando 

anticuerpos producidos contra el tag de fusión. Las posibles explicaciones planteadas en ese 

momento fueron que: la señal de clivaje de la proteína TcTASV-C fuera reconocida en el sistema 

bacteriano (produciéndose una proteína recombinante clivada en el extremo amino que separaría 

la cola de histidinas del resto de la proteína, impidiendo su visualización por Western Blot); o que 

la His6-TcTASV-C fuera secretada al medio de cultivo (clivada o no) lo cual impediría su detección 

por tanto por SDS-PAGE como por Western-Blot (Bernabó, 2008). Por lo tanto, como alternativa se 

clonó una región de la secuencia excluyendo las regiones hidrofóbicas y la señal de clivaje predicha 

(aminoácidos 34 a 319 de la proteína completa, peso predicho de 29 kDa). De esta forma se 
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esperaba evitar la posible liberación de la proteína al medio o su degradación debido al 

plegamiento incorrecto. Del mismo modo, los intentos de expresar esta nueva construcción pQE-

TcTASV-C34-319 fracasaron. Se decidió entonces clonar el inserto de la secuencia truncada fusionada 

a GST, en vector el pGEX. Tras transformar e inducir bacterias E. coli, se evidenció la proteína 

TcTASV-CGST en los lisados de los cultivos de bacterias mediante SDS-PAGE, siendo posible su 

purificación posterior mediante columnas apropiadas (Bernabó, 2008).  

Si bien las predicciones bioinformáticas indicaban la presencia de numerosos sitios de 

glicosilación y fosforilación y la expresión de las proteínas en superficie, se realizó el estudio 

experimental de los patrones de expresión y localización de las proteínas TcTASV. Inicialmente y 

con tal fin, se produjeron anticuerpos específicos anti-TcTASV-C (depletados de anticuerpos anti-

GST) en conejos o ratones. Por otro lado, se produjeron anti-sueros contra un péptido sintético de 

la región conservada de la familia TcTASV-A (amino ácidos 57-72 de GenBank AM492199, en 

conejo) (García et al., 2011). Mediante ensayos de inmunofluorescencia, marcación in vivo y 

Western-Blot, se determinó que TcTASV-C se expresa como una proteína de ~60 kDa 

principalmente en el estadio tripomastigote y con abundancia relativa diferente entre cepas (CL 

Brener>Sylvio>RA) (García et al., 2011). La diferencia de tamaño de la proteína nativa versus el 

peso molecular predicho de la apoproteína (~36KDa) probablemente sea debido a las múltiples 

modificaciones post-traduccionales, mayormente glicosilaciones. De hecho, se comprobó 

experimentalmente que los miembros de TcTASV-C están altamente glicosilados y fosforilados 

(Bernabó et al., 2013). La detección de TcTASV-C en sobrenadantes de medio de cultivo de 

tripomastigotes, sugería su expresión en superficie y el shedding, lo que fue confirmado por 

análisis de citometría de flujo luego de la marcación de tripomastigotes vivos con anti-TcTASV-C, 

observándose, además, una expresión diferencial entre cepas (CL Brener: 57%, RA: 24%) (García 

et al., 2011).  

Mediante IFI, se determinó que los tripomastigotes expresan TcTASV-C en la superficie 

celular, con una distribución discreta, como puntos o spots; además  también se observaba -en un 

mismo campo- parásitos fuertemente marcados y otros con intensidad intermedia o sin marca 

(Figura I.1). Por otra parte, TcTASV-A sólo se evidenció permeabilizando los parásitos, observando 

la mayor intensidad de marca en formas redondeadas extracelulares (amastigote-like) y 

amastigotes intracelulares (Figura I.1). A pesar de que ambas familias tienen secuencias consenso 
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para expresión en superficie TcTASV-A y -C no tienen la misma localización y poseen expresión 

diferencial entre estadios (García et al., 2011). 

Recientemente demostramos que TcTASV-C se secreta al medio extracelular contenida en 

vesículas, siendo un componente mayoritario de las mismas (Caeiro et al., 2015). Estos resultados 

fueron corroborados en trabajos realizados por otros grupos de investigadores en los que 

identificaron TcTASV-C en proteomas de exovesículas o en exoproteomas de tripomastigotes de T. 

cruzi (Queiroz et al., 2016; Bautista-López et al., 2017; Brossas et al., 2017). Lo expuesto, sumado a 

una evaluación preliminar de la reactividad de sueros de animales y humanos contra la proteína 

recombinante TcTASV-C, demostraron su expresión in vivo y su contacto con el sistema inmune del 

hospedador (Bernabó et al., 2013). Un estudio reciente del transcriptoma de los distintos estadios 

de T. cruzi y la célula hospedadora durante el curso de la infección, ha confirmado que los genes 

de TcTASV-C se sobre-expresan en tripomastigotes y, además, que estos ARNm se encuentran 

entre los más abundantes de este estadio (Li et al., 2016). Por otra parte la expresión de TcTASV-C 

en tripomastigotes sanguíneos es 100 veces mayor que en tripomastigotes de cultivo, lo que 

Figura I.1 Imágenes de inmunofluorescencia mostrando el patrón de expresión y 
localización de las diferentes subfamilias TcTASV. Se observa la expresión de TcTASV-
B en la superficie de amastigotes extracelulares con distribución en forma de 

casquete (arriba, microscopía confocal), TcTASV­A con distribución citoplasmática en 

amastigotes intra- y extra­ celulares (centro) y TcTASV-C como puntos discretos en la 
superficie de tripomastigotes (abajo). 
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sugiere que algún factor presente en el hospedador activa su expresión (Tekiel et al., 2014). En 

concordancia con nuestros resultados, 10 genes TcTASVs fueron identificados entre proteínas que 

se expresan únicamente en tripomastigotes purificados de sangre en un estudio en el que se 

evaluó el proteoma de los tripomastigotes sanguíneos en comparación con los metacíclicos y los 

obtenidos de cultivo  (Brunoro et al., 2015). 

 Por último, detectamos la expresión de TcTASV-B (clonada en el marco de este trabajo) 

mediante Western-Blot en tripomastigotes con un peso molecular de ~37 kDa (Rizzi et al., 2015). 

Por microscopía confocal observamos que TcTASV-B se localiza en la membrana de 

tripomastigotes y amastigotes extracelulares (Figura I.1). Esto es concordante con la señal para 

adición de ancla de GPI, aunque TcTASV-B no se secretaría al medio. 

 

La evidencia sobre los patrones de expresión de las proteínas de la Familia TcTASV 

recabada hasta el momento se resume en la Tabla I.1. 

 

 

 

 

Tabla I.1. Patrón de expresión de las distintas subfamilias TcTASV 

  TcTASV-A TcTASV-B TcTASV‐C TcTASV-W 

PM observado (kDa) ~18-20 ~34 ~60 ¿57-60? 

Estadio de expresión 
Tripomastigotes; 

amastigotes 

Tripomastigotes; 
amastigotes 

extracelulares 
Tripomastigotes 

¿Tripomastigote, 
amastigotes, 

epimastigotes? 

Nivel de expresión Moderado Moderado Bajo En estudio 

Localización Intracellular Superficie Superficie En estudio 

Secreción 

En estudio (si 
por proteomas 

EVs) 
No (si por 
proteomas EVs) 

Si, altos niveles, 
vesículas 

extracelulares En estudio 

Tripomastigotes circulantes No realizado No realizado Si, altos niveles No realizado 
     



 Capítulo I 

39 
 

 Objetivo general: 

Expresar las proteínas recombinantes de las subfamilias TcTASV-A, B y C de T. cruzi en 

bacterias Escherichia coli y purificarlas en su estado soluble. 

 

 Objetivos específicos: 

1. Clonar, expresar y purificar un miembro representativo de TcTASV-A de forma soluble. 

2. Clonar, expresar y purificar un miembro representativo de TcTASV-B de forma soluble. 

3. Purificar TcTASV-C y GST, según protocolos ya estandarizados. 
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 I.2. Resultados 

 

 

En este trabajo se clonó un miembro representativo de las subfamilias TcTASV-A y TcTASV-

B. Un miembro representativo de la subfamilia TcTASV-C ya había sido clonado en nuestro 

laboratorio para su expresión en bacterias E. coli. La producción de TcTASV-C, por lo tanto, se llevó 

a cabo según los protocolos ya estandarizados (Bernabó et al., 2013). Al inicio de esta Tesis la 

existencia de familia TcTASV-W aún no estaba confirmada por lo que no se la incluyó en el análisis. 

La Tabla I.2 indica los genes a partir de los cuales se clonaron los insertos de interés, aminoácidos 

incluidos en las construcciones y el peso molecular de los productos de expresión obtenidos. En la 

Figura I.2 se resumen los pasos para el clonado, expresión y purificación de las proteínas 

recombinantes TcTASV-A, TcTASV-B y TcTASV-C en forma soluble en un sistema de fusión a GST. 

 

 

 

 

 

Una vez obtenidas las bacterias transformadas con el plásmido pGEX-1lamdaT 

conteniendo los insertos de TcTASV-A o TcTASV-B, fueron sometidas a mini inducciones de 

pequeños volúmenes de cultivo para probar la solubilidad de las proteínas expresadas. Ambas 

proteínas se encontraron en mayor proporción en el pellet indicando su expresión en cuerpos de 

inclusión. En la Figura I.3.A se muestran las fracciones pellet-sobrenadante tras lisar bacterias 

inducidas para la expresión de TcTASV-AGST. La solubilidad de TcTASV-BGST pudo aumentarse 

significativamente implementando un cambio de medio de cultivo de Luria-Bertani (LB) a Terrific 

Broth (TB) (Figura I.3.C), pero esto no ocurrió en el caso de TcTASV-AGST. Por lo que, para esta 

última proteína se evaluaron, en primer lugar, distintos tiempos/temperaturas de inducción, sin 

Tabla I.2. Genes utilizados y longitud y peso molecular de las construcciones 

 Gen Aminoácidos de la 
construcción 

Peso Molecular (KDa 
del producto + 29 KDa 

GST) 

TcTASV-AGST GenBank: CBI68031.1 37 al 173, (138) 37KDa 

TcTASV-BGST TriTrypDB: TcCLB.511877.10 35 al 224, (191) 56KDa 

TcTASV-CGST TriTrypDB:Tcruzi_1863-4-1211-93 65 al 330, (267) 65KDa 
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obtener resultados positivos (Figura I.3.B). En la Figura I.3.B se muestra la presencia mayoritaria de 

la proteína TcTASV-A expresada en el pellet en los lisados de bacterias inducidas a: 28°C-8hs y 

37°C-4hs, mientras que 18°C-overnight la expresión es muy baja. 

 

 

 

 

Figura I.2 Diagrama de flujo de la clonación, expresión y/o purificación  de TcTASV-AGST, TcTASV-BGST y TcTASV-CGST 
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Posteriormente, se evaluó si la expresión de TcTASV-AGST en presencia de chaperonas 

heterólogas permitiría su plegamiento adecuado y por ende mejoraba su solubilidad. Para ello se 

realizaron transformaciones con pGEX-1lamdaT-TcTASV-A en dos cepas de bacterias competentes 

conteniendo los plásmidos codificantes para las chaperonas dnaK-dnaJ-grpE/groES-groEL (cepa 1) 

y groEL-groES-tig (cepa 2). Tras la inducción tanto de las chaperonas como de TcTASV-AGST en 

ambas cepas seguida de lisis bacteriana, se realizaron las pruebas de solubilidad (Figura I.4.A y 

I.4.B), que demostraron que TcTASV-AGST puede ser obtenida soluble en presencia de las 

chaperonas. Debido a que en la fracción sobrenadante observamos la presencia de otras bandas 

mayoritarias (probablemente correspondientes a las chaperonas co-expresadas), la obtención de 

TcTASV-AGST en el sobrenadante del lisado de ambas cepas se confirmó mediante Western-Blot 

Figura I.3 Optimización de la expresión de TcTASV-AGST soluble. SDS-PAGE de fracción inducida (I), y fracciones pellet (P) y 
sobrenadante (S) del lisado de las cepas 1 (A) y 2 (B). Flecha roja: indica peso molecular esperado de TcTASV-AGST. C) 
Visualización de TcTASV-AGST en la fracciones no inducida (S/I) e inducida (I), y fracciones pellet (P) y sobrenadante (S) 
del lisado de las cepas 1 y 2 mediante Western- Blot utilizando suero de ratón anti-GST. 

Figura I.4 Expresión de TcTASV-AGST y TcTASV-BGST en sistemas heterólogos. Ensayos de solubilidad. A) 
Prueba de solubilidad de TcTASV-AGST tras la inducción de BL21-CodonPlus®-pGEX-1λT-TcTASV-A en 
condiciones estándar: se muestra SDS-PAGE con las fracciones pellet (P) y sobrenadante (S) del lisado de 
bacterias inducidas para la expresión de TcTASV-AGST (banda indicada  por flecha en rojo). B) SDS-PAGE 
de fracciones resultantes de las pruebas de solubilidad luego de la inducción de BL21-CodonPlus® para la 
expresión de TcTASV-AGST en distintas condiciones de temperatura/tiempo: 18°C-overnight, 28°C-8hs y 
37°C-4hs. C) Prueba de solubilidad para TcTASV-BGST tras inducir bacterias BL21-CodonPlus®-pGEX-1λT-
TcTASV-B desarrolladas en medio LB (izquierda) y TB (derecha). Se aprecia que el  cambio de medio de 
cultivo permite la obtención de la proteína de interés en el sobrenadante. 
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con un suero anti-GST producido en ratón (Figura I.4.C). Se decidió desarrollar volúmenes mayores 

de cultivo de las bacterias de la cepa 2 para la inducción y purificación de la proteína soluble. En la 

Figura I.5.A se muestra el resultado de la purificación de TcTASV-AGST a partir de la cepa 2. Las 

múltiples bandas evidenciadas en los geles de poliacrilamida por debajo de los antígenos TcTASV 

corresponden a fragmentos de los antígenos purificados parcialmente degradados, y no a 

contaminación con proteínas bacterianas. Esto último se comprobó mediante Western-Blot con 

suero anti-GST de ratón evidenciando que las bandas entre los marcadores de peso molecular de 

47.8KDa y 34kDa en el gel de poliacrilamida corresponden a fragmentos de la proteína de interés 

(Figura I.5.B). 

  

 

En la Figura I.6 se muestran las proteínas purificadas TcTASV-AGST, TcTASV-BGST, TcTASV-

CGST y GST (pesos moleculares predichos: 37kDa, 46kDa, 60kDa y 29KDa, respectivamente) que 

fueron utilizadas luego en los ensayos de ELISA y Western-Blot (Capítulos II y III). 

 

 

1      2        3        4       5         6        7         8 
     1             2          3          4       

A) B) 

Figura I.5 Purificación de TcTASV-AGST. (A) Gel de poliacrilamida con las fracciones resultantes de la purificación 
de TcTASV-AGST en columnas de glutatión-sefarosa. Calles 1 y 2: lavados; calles 3–8: fracciones de eluídos. (B) 
Western Blot utilizando antisuero anti-GST de ratón. Cultivo de bacterias inducido (calle 1), percolado (calle 2), y 
eluídos 1 y 2 (calles 3–4) resultantes de la expresión y purificación de TcTASV-AGST. 
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Figura I.6 TcTASV-AGST, TcTASV-BGST, 
TcTASV-CGST y GST purificados en gel 
de poliacrilamida 12% con marcador 
de peso molecular. 
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 I.3. Discusión 

 

 

La hipótesis fundamental de la presente tesis es que las proteínas de las distintas 

subfamilias TcTASV, al expresarse preferencialmente en los estadíos infectivos del parásito, 

estimulan una respuesta de anticuerpos específicos en el hospedador que pueden ser detectados 

mediante un inmunoensayo con fines diagnósticos. El primer paso experimental de este trabajo 

consistió en la obtención de las proteínas TcTASV que serían empleadas posteriormente en 

ensayos de ELISA Indirecto. Las proteínas recombinantes de las subfamilias TcTASV-A, B y C se 

produjeron en un sistema de fusión a GST. Como se mencionó, las mismas fueron clonadas en este 

sistema debido a que intentos previos de nuestro grupo de trabajo para expresarlas fusionadas a 

etiquetas más pequeñas no han permitido buenos niveles de expresión. Las proteínas se clonaron 

de forma que su secuencia de aminoácidos no incluya el péptido señal de la región amino-terminal 

ni la zona carboxi-terminal correspondiente a la región de adición de GPI, para evitar la secreción 

de las mismas o su direccionamiento a cuerpos de inclusión como se observó previamente 

(Bernabó, 2008). A pesar de haber tomado esta precaución, las proteínas se expresaron en un 

principio de forma insoluble. Esto fue solucionado mediante un cambio de medio de cultivo, en el 

caso de TcTASV-B, y mediante la co-expresión de chaperonas para facilitar el correcto plegado, en 

el caso de TcTASV-A. 

Si bien evidenciamos múltiples bandas en los geles de poliacrilamida, pudimos demostrar 

mediante ensayos de Western-Blot con anticuerpos anti-GST, que las bandas corresponden a 

fragmentos de las proteínas de interés y no a proteínas bacterianas y, por lo tanto, las proteínas se 

expresaron con alto grado de pureza. En este sentido, resultados previos de nuestro laboratorio 

demostraron que la proteína TcTASV-CGST sufre proteólisis en distintos sitios de su secuencia 

produciendo polipéptidos de menor peso molecular que se observan en los geles SDS-PAGE 

(Bernabó, 2008). Hipotetizamos que algo similar puede ocurrir con TcTASV-AGST y TcTASV-BGST. 
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 : Determinación de la utilidad de los Capítulo II

antígenos TcTASV en la detección de la infección por T. cruzi 

en humanos 

 

 

 II.1. Introducción 

 

 

Proteínas recombinantes para el diagnóstico de la infección en humanos  

En la década del noventa varios grupos de investigadores reportaron el descubrimiento y 

aislamiento de numerosos antígenos proteicos de T. cruzi, mediante inmunoscreening de 

bibliotecas genómicas con sueros de pacientes o animales infectados (Da Silveira et al., 2001). En 

su afán conjunto por aislar antígenos útiles para el inmunodiagnóstico, muchas de estas proteínas 

fueron descubiertas simultáneamente por distintos laboratorios, por lo que en muchos casos la 

misma proteína recibió distintos nombres. Este último, es el caso de proteínas como: el antígeno 

asociado al citoesqueleto FRA/Ag1/JL7/H49 (GenBank: AAA30177.1), conformado por secuencias 

repetitivas de 68 aminoácidos y propuesto como marcador de la fase crónica de la infección; el 

antígeno de superficie SAPA/TCNA/TS, con repeticiones de 12 aminoácidos en su secuencia, 

descripto marcador de la fase aguda; o, la proteína citoplasmática CRA/Ag30/JL8/TCR27 (GenBank: 

AAF73108.1), también propuesta como marcadora de fase crónica (Da Silveira et al., 2001). La 

producción de estas proteínas individuales mediante la tecnología del ADN recombinante, resultó 

innovador en el diagnóstico de la enfermedad ya que mejoró la detección del agente etiológico de 

la infección en comparación con las técnicas serológicas de rutina que utilizan extractos proteicos 

del parásito. Entre los beneficios aportados por los antígenos recombinantes en las técnicas de 

inmunodiagnóstico se encuentra una mejora en la especificidad, no sólo porque se trata de 

moléculas bien definidas sino también por la pureza resultante de la metodología de producción, 

evitándose reacciones cruzadas y uniones inespecíficas. El uso de extractos proteicos de 
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epimastigotes de T. cruzi en los ensayos convencionales de ELISA o HAI confiere a la técnica una 

gran sensibilidad ya que estos contienen una mezcla de una gran cantidad de proteínas y, por lo 

tanto, una gran cantidad de receptores antigénicos. Sin embargo, los anticuerpos generados 

durante la infección con parásitos emparentados como Leishmania spp. y T. rangeli pueden unirse 

inespecíficamente a un gran número de péptidos de T. cruzi causando falsos positivos y, en 

consecuencia, disminuyen la especificidad de la prueba (Araujo, 1986; Umezawa et al., 1999). 

Antígenos recombinantes como ser SAPA (Affranchino et al., 1989; Russomando et al., 2010; Gil 

et al., 2011; Volta et al., 2015), TSSA VI (Bhattacharyya et al., 2010, 2014; Cimino et al., 2011) o 

Tc13Tul (Santamaría et al., 2013) demostraron ser sensibles para la detección de la infección en 

pacientes chagásicos y no evidenciaron falsos positivos al ser evaluados en pacientes sanos, 

leishmaniásicos, con toxoplasmosis y/o HIV. 

A pesar de lo mencionado, en general, la sensibilidad de las técnicas convencionales 

serológicas es mayor que la de las técnicas que emplean antígenos sintéticos individuales. Esta 

dificultad se ve superada mediante el uso de mezclas de antígenos recombinantes, o mezclas de 

péptidos sintéticos o antígenos multiepítopes (Da Silveira et al., 2001; Aguirre et al., 2006; 

Camussone et al., 2009). Los ensayos de ELISA comerciales, como ser el kit de Chagatest ELISA 

recombinante v.4.0 de Laboratorios Wiener (Rosario, Argentina), utilizan mezclas de antígenos 

recombinantes que permiten aumentar la sensibilidad manteniendo una especificidad elevada. Las 

placas del Chagatest están sensibilizadas con una mezcla de los antígenos 1, 2, 13, 30, 36 y SAPA, 

con una sensibilidad de 99.3-100% y especificidad de 98.7-100%.  La mezcla de los antígenos FRA y 

CRA en un ensayo de ELISA dio como resultado un 100% de sensibilidad y especificidad comparado 

con los ensayos de ELISA convencionales (Krieger et al., 1992). Incluso el desempeño puede ser 

incrementado utilizando solo algunas porciones de los antígenos. Se ha reportado que quimeras 

sintéticas construidas con fragmentos de los antígenos SAPA-FRA o SAPA-FRA-B13, resultaron en 

mejor desempeño diagnóstico que las mezclas de los mismos antígenos en moléculas completas 

(Camussone et al., 2009). Recientemente, se desarrolló un ELISA multiplex denominado Multi-

cruzi en el que cada pocillo dispone un microarreglo de spots con 12 antígenos en total, 

seleccionados por su performance individual entre los que se encuentran: antígeno de superficie-

2, TcR39, MAP, CRA, SAPA, TSSA, trans-sialidasa y TcD (Granjon et al., 2016). La suma de varios 

antígenos en un inmunoensayo como el Multi-cruzi otorga una elevada sensibilidad, especificidad 

y exactitud permitiendo que una prueba como esta pueda ser utilizada como prueba confirmatoria 

potente para el diagnóstico de casos inconclusos o sueros que tienen elevado background. 
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Además, los autores determinaron una posible correlación entre la reactividad de los sueros 

evaluados en el ensayo multi-antigénico y la parasitemia de esos pacientes (Granjon et al., 2016), 

por lo que las técnicas inmunológicas multiantigénicas o multiepitope de este tipo podrían ser 

valiosas para el monitoreo de pacientes en tratamiento (Sánchez Negrette et al., 2008; Granjon 

et al., 2016). De manera similar, se ha reportado el desarrollo de un ensayo multiplex tipo array 

(formato Luminex) que utiliza un panel de 16 proteínas recombinantes (Cooley et al., 2008). Este 

ensayo además de resultar 100% sensible en sueros de pacientes chagásicos de áreas endémicas, 

permitió detectar patrones de reconocimiento de reactividad específicos y estables para cada uno 

de los sueros y resultó ser útil para determinar de forma temprana la efectividad del tratamiento 

contra la enfermedad de Chagas (Cooley et al., 2008; Laucella et al., 2009). Por último, otro 

estudio ha reportado una sensibilidad del 96.3% y especificidad del 99.15% para un ELISA con una 

combinación de 7 péptidos sintéticos seleccionados a partir de un screening a gran escala de 

epítopes B linares mediante microarreglos de alta densidad de péptidos (Carmona et al., 2015; 

Mucci, Carmona, et al., 2017). Esta novedosa alternativa trae consigo no solo la ventaja de una  

elevada eficiencia diagnóstica sino también la facilidad de producción de los reactivos. 

 

Determinación de cura y seguimiento serológico de pacientes tratados 

En la actualidad, se estima que existen 5.7 millones de personas infectadas con T. cruzi a 

en el mundo (World Health Organization, 2015) y se cree que sólo un 1% de los mismos acceden 

eventualmente al tratamiento (Ribeiro et al., 2009). Esto se puede relacionar con el hecho de que 

los casos son en su mayoría subdiagnosticados, por un lado, como consecuencia de que esta 

enfermedad afecta principalmente a aquellos que viven en situación de pobreza en áreas 

marginales. Por otro lado, los pacientes infectados pueden no desarrollar síntomas durante un 

periodo prolongado de tiempo e incluso el 70% de los pacientes permanecen asintomáticos 

durante toda su vida. 

Para determinar que un paciente está infectado con T. cruzi hace falta ya sea la evidencia 

directa del parásito por técnicas parasitológicas o PCR, o la detección de anticuerpos anti-T. cruzi 

por dos o tres métodos serológicos («Programa Nacional de Chagas», 2006). Adoptar los mismos 

criterios para determinar la cura en un paciente en tratamiento resulta complicado. Por un lado, 

un resultado negativo en una prueba parasitológica (ya sea hemocultivo, xenodiagnóstico, frotis o 

hematocrito) no indica ausencia de infección, debido a la baja sensibilidad de estas técnicas en la 
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etapa crónica de la infección. La técnica de PCR si bien tiene mejor sensibilidad que las pruebas 

parasitológicas, y hasta puede resultar más rápida y sencilla que las mismas, no logra superar la 

sensibilidad de las técnicas serológicas convencionales. Como se ha mencionado, la parasitemia es 

variable durante el ciclo biológico del parásito disminuyendo al superar la etapa aguda de la 

infección momento en el que el parásito invade y se reproduce en los tejidos, lo que disminuye las 

probabilidades de ser detectado. Sin embargo, si estas pruebas resultan positivas durante el 

seguimiento del tratamiento son indicativas indiscutibles de falla terapéutica aportando 

información extremadamente valiosa (Galvão et al., 2003; Schijman et al., 2003). Por otro lado, las 

técnicas de serología convencional utilizan lisados del parásito, lo que constituye una compleja 

mezcla de antígenos y los títulos de anticuerpos contra tal cantidad de epítopes tardan muchos 

años en disminuir, aún si el parásito ya ha sido eliminado. 

Por lo mencionado, las pruebas diagnósticas convencionales disponibles no son suficientes 

por sí solas para monitorear el tratamiento de pacientes infectados. Es de especial interés la 

búsqueda de nuevos biomarcadores que permitan detectar la disminución de la carga parasitaria 

y/o de los títulos de anticuerpos durante un periodo de monitoreo relativamente corto en 

aquellos pacientes tratados exitosamente. En los últimos 20 años se han descripto numerosos 

biomarcadores potenciales del pronóstico y progreso de la infección chagásica entre los que se 

encuentran marcadores del tipo inmunológicos, bioquímicos o moleculares (basados en ácidos 

nucleicos) (Pinazo et al., 2014). Dentro de los marcadores inmunológicos se encuentran la 

detección de anticuerpos específicos contra antígenos del hospedador; detección de anticuerpos  

generados contra antígenos del parásito; medición de niveles de citoquinas o de patrones de las 

mismas; y, cuantificación de poblaciones celulares asociadas a respuestas inmunes y/o que 

expresen ciertas citoquinas (Pinazo et al., 2014). Entre los inmunoensayos que detectan 

anticuerpos contra antígenos de tripomastigotes de T. cruzi se han documentado ensayos de ELISA 

con antígenos tales como la trans-sialidasa (Pereira-Chioccola et al., 2003), el antígeno repetitivo 

Tc13Tul perteneciente a la familia de las trans-sialidasas (Santamaría et al., 2013), la proteína 

flagelar de unión al calcio F29 (Sosa-Estani et al., 1998; Fabbro et al., 2011), GP57/51 (Gazzinelli 

et al., 1993) o las proteínas KMP11, HSP70 y PFR2 (Fernández-Villegas et al., 2011). Todos estos 

ensayos demostraron, durante el monitoreo de niños o adultos crónicos tratados, que la 

ocurrencia de la disminución o desaparición (seroconversión) de los niveles de anticuerpos contra 

estos antígenos es anterior a la de los anticuerpos contra homogenados del parásito. Como se ha 

mencionado anteriormente, los ensayos multiplex tipo arrays con múltiples antígenos 
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recombinantes adsorbidos en placas de ELISA (Granjon et al., 2016) o sobre partículas en 

suspensión (Cooley et al., 2008; Laucella et al., 2009; Viotti et al., 2011) también resultaron en 

formatos novedosos, sensibles y específicos para monitorear pacientes infectados tratados y 

detectar de forma temprana la efectividad del tratamiento. 

Los antecedentes demuestran que la sensibilidad de los extractos crudos del parásito, 

puede ser superada mediante el uso de antígenos recombinantes (ya sea al ser utilizados de forma 

individual, como mezclas, péptidos sintéticos derivados de su secuencia o quimeras sintéticas 

combinando epítopes de varios antígenos) manteniendo una buena especificidad de la técnica e 

incluso pudiendo correlacionarse los títulos contra estos antígenos específicos del tripomastigote 

con la parasitemia. Como se ha mencionado, la identificación de biomarcadores serológicos que 

indiquen de forma temprana efectividad del tratamiento en pacientes chagásicos es de vital 

interés. En este capítulo indagamos sobre la utilidad de la familia proteica TcTASV para la 

detección de la infección en pacientes chagásicos. Además, determinamos el desempeño de los 

antígenos TcTASV como biomarcadores de cura en pacientes en tratamiento.  

 

 

Objetivo General: 

Evaluar mediante ensayos de ELISA Indirecto el desempeño de los antígenos TcTASV para 

la detección de la infección chagásica en humanos. 

 Objetivos específicos: 

1. Evaluar la sensibilidad diagnóstica de los antígenos recombinantes de las subfamilias A, B y 

C de la familia TcTASV, en sueros de pacientes infectados.  

2. Determinar la especificidad serológica de las mencionadas proteínas recombinantes, 

considerando otras patologías infecciosas. 

3. Indagar la utilidad de la familia TcTASV en el seguimiento serológico de pacientes tratados. 
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 II.2. Resultados 

 

 

Desempeño diagnóstico de los ELISAs con antígenos TcTASV 

Para la determinación del desempeño de los ensayos de ELISA-TcTASV, en primer lugar, se 

confeccionó el panel de sueros controles positivos (HTc+) y controles negativos (HTc-) de infección 

por T. cruzi. Para ello, se seleccionaron sueros de pacientes chagásicos y pacientes sanos, con 

Leishmaniasis tegumentaria y con estrongiloidioisis de las serotecas de la Cátedra de Química 

Biológica, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Salta (UNSa), del Instituto de 

Investigaciones de Enfermedades Tropicales (IIET, Sede Regional Orán, UNSa), del Instituto de 

Patología Experimental de Salta y de la Asociación para el Desarrollo Sanitario Regional (ADESAR, 

Provincia de Buenos Aires). Además, se recolectaron sueros de pacientes chagásicos del Chaco 

Salteño durante una campaña de atención primaria de la salud a comunidades wichi, organizada 

por la fundación ADESAR, en el Departamento de Rivadavia, Provincia de Salta. Tanto en el caso de 

estos últimos sueros y como en el caso de los sueros procedentes de las serotecas en los que no se 

Figura II.1 Diagrama de flujo del panel de sueros de pacientes utilizados para la determinación de la eficacia 
diagnóstica de los ELISAs con los antígenos TcTASV. 
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contara con la información, se practicó serología convencional (ELISA Homogenado de T. cruzi y 

HAI) para la confirmación de la presencia o ausencia de la infección. La positividad del ELISA 

convencional y un título de 32 en el HAI, fue el criterio para definir a un paciente como infectado. 

En los casos discordantes en los que fue posible se practicó IFI o ELISA Arquitect para confirmar el 

diagnóstico, esto fue realizado por personal del Hospital Alemán, Provincia de Buenos Aires. En la 

Figura II.1 se demuestra el diagrama de flujo de los sueros incluidos en el panel para la evaluación 

del desempeño de los ELISAs con los antígenos TcTASV. 

Con los ensayos de ELISA-TcTASVGST estandarizados, se procedió a la evaluación del panel 

de sueros, determinando paralelamente para cada muestra (misma placa) su reactividad contra el 

antígeno TcTASVGST y contra la proteína de fusión GST. Los ratios (DOTcTASV/DOGST) de los sueros de 

los grupos HTc+ y HTc- obtenidos se utilizaron para la determinación de los parámetros de eficacia 

diagnóstica a partir del análisis de curvas ROC (GraphPad Prism v.5).  En la Tabla II.1 se muestran 

los parámetros de Sensibilidad, Especificidad y Área Bajo la Curva (AUC) ROC estimados, y el cut 

off determinado (máxima sensibilidad posible para una especificidad del 100%). Las pruebas ELISA-

TcTASV-A y ELISA-TcTASV-C obtuvieron sensibilidades de 66% y 39%, respectivamente. Para el 

criterio de selección de cut off para un 100% de especificidad, el ELISA-TcTASV-B tuvo una 

sensibilidad prácticamente nula (2%). El bajo desempeño de esta prueba también se vio reflejado 

en el valor de AUC ROC (0.62) que indico una baja exactitud para discriminar entre controles 

positivos y negativos (Figura II.3), siendo este parámetro cercano al valor del parámetro que 

indicaría una discriminación por azar (0.5 AUC ROC). Por lo tanto, no se hicieron más ensayos de 

ELISA utilizando TcTASV-B. A continuación, se decidió evaluar una prueba con la mezcla de los 

antígenos que mejor desempeño individual tuvieron en los ensayos de ELISA. La prueba de ELISA 

con la mezcla antigénica TcTASV-A + TcTASV-C obtuvo la máxima sensibilidad entre las pruebas 

evaluadas (78%), demostrando que la reactividad de los sueros contra ambos antígenos puede ser 

sumada en un ensayo. En la Figura II.2 se visualiza la reactividad en valores de ratios relativos 

[(DOTcTASV/DOGST)/cut off] de los sueros de los grupos HTc+ y HTc- obtenida con los distintos ELISAs 

y se comparan las medias entre los grupos de sueros. A excepción del ELISA-TcTASV-B, para todos 

los ensayos, la reactividad media del grupo HTc+ fue superior a la del grupo HTc- con diferencias 

estadísticamente significativas (Figura II.2). 
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Tabla II.1. Parámetros de eficacia diagnóstica 

ELISA 
Sensibilidad 

[IC95%] 
Especificidad 

[IC95%] 
AUC ROC 
[IC95%] 

cut off ROC 

TcTASV-A 
66% 

[57-73] 
100% 

[97-100] 
0.89 

[0.86-0.93] 
1.768 

TcTASV-B 
2% 

[0-8] 
100% 

[94-100] 
0.62 

[0.53-0.72] 
3.839 

TcTASV-C 
39% 

[32-47] 
100% 

[97-100] 
0.83 

[0.79-0.88] 
1.643 

Mix A+C 
78% 

[71-84] 
100% 

[97-100] 
0.94 

[0.91-0.97] 
1.425 

 

 

Por otro lado, de la comparación entre las curvas ROC para los distintos ELISAs (Tabla II.1 y 

Figura II.3) surge que los valores de AUC ROC para TcTASV-A (0.89) y TcTASV-C (0.83) indican una 

exactitud moderada según la escala de Swets (1996); mientras que la prueba Mix A+C-ELISA (0.94) 

al tener un parámetro mayor de 0.9 indicaría que esta es la única prueba de las analizadas con una 

exactitud elevada para discriminar entre infectados y sanos. 

Figura II.2 Reactividad de los sueros HTc+ y HTc- ante los distintos antígenos evaluados. Se 
grafican los ratios (DOTcTASV/DOGST) obtenidos para cada suero relativizados al cut off; 
valores de ratios/cut off: >=1, muestra positiva; <1, muestra negativa. ***: Diferencias 
significativas; ns: diferencias no significativas, Prueba t con corrección de Welch (p<0.05). 
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Detección de anticuerpos anti-TcTASV en sueros de niños con infección congénita  

Los sueros pertenecientes a madres infectadas y su/s hijo/s mayores a un año con 

infección congénita demostrada, que se describen en la Tabla II.2, fueron evaluados por las 

técnicas de ELISA-TcTASV-A, ELISA-TcTASV-C y ELISA-Mix A+C (Figura II.4). El ELISA-TcTASV-C 

resultó reactivo en sólo dos madres y en ningún niño; por su parte el ELISA-TcTASV-A fue positivo 

en 5 de las 7 madres y en 9 de los 11 niños. Mientras que, el ELISA-Mix A+C (cuya sensibilidad fue 

estimada en 78%) logró detectar el 100% tanto de los sueros correspondientes a los niños con 

infección congénita como a sus respectivas madres. Cabe mencionar que un par de sueros de 

niños se encontraban muy cerca del cut off (F1: H1, F32: H1; Figura II.4). Otra observación 

interesante sobre los resultados expuestos en la Figura II.4, es que en los casos de los hermanos 

Figura II.3 Curvas ROC para los distintos ELISAs ensayados. La línea horizontal 
punteada indica un AUC ROC de 0.5 



 Capítulo II 

55 
 

infectados de las familias F28 y F98, presentan niveles de anti-TcTASV-A y de anticuerpos anti-

TcTASV-A + TcTASV-C que superan al de sus madres mientras que en las familias con un solo hijo 

con infección congénita ocurre lo contrario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla II.2. Niños con infección congénita. 

Familia Edad de Madre 
(años) 

Procedencia Cantidad de 
Hijos infectados 
y edades (años) 

Hijos con serología 
negativa 

F1 24 Abuela 
boliviana 

1 (1 año y 8 
meses) 

2 

F24 24 Madre 
boliviana 

1 (5) - 

F28 37 Madre 
Boliviana 

3 (1; 3; 5) - 

F32 38 Abuela 
boliviana 

1 (2) - 

F37 25 Abuela 
boliviana 

1 (2) - 

F86 19 Madre 
boliviana 

1 (1 año y 5 
meses) 

- 

F98 32 Abuela 
boliviana 

3 (8; 5; 1 y 8 
meses) 

3 

Figura II.4 Reactividad de los sueros de madres chagásicas/hijos con infección congénita agrupados según familia (eje x). 
Se grafican los ratios (DOTcTASV/DOGST) obtenidos para cada suero relativizados al cut off; valores de ratios/cut off: >=1, 
muestra positiva; <1, muestra negativa. Puede verse como la técnica de ELISA-Mix A+C es capaz de detectar todas las 
muestras evaluadas en comparación a los antígenos utilizados de forma individual. 
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ELISA-Mix A+C para el seguimiento serológico de pacientes tratados 

Para determinar la utilidad de los antígenos TcTASV para el monitoreo de la terapia 

tripanomicida y determinación de cura (objetivo específico 3 de este capítulo) se evaluaron 

muestras de sueros de niños y adultos tratados, tomadas antes y después del mismo. Se utilizó el 

ELISA-Mix A+C ya que fue la técnica con mejor sensibilidad. Las muestras de niños (N=31) 

provenían de las localidades de Pampa Ávila y Tres Estacas, Provincia de Chaco (Monje Rumi et al., 

2013); mientras que, las muestras adultos (N=10) correspondían a pacientes oriundos de Bolivia 

que residen en Cucullú, Provincia de Buenos Aires. Para cada paciente las muestras de sueros 

tomadas en el periodo basal (T0) y post-tratamiento (T1 y/o T2, según corresponda) se procesaron 

en paralelo en la misma placa, para evitar el error experimental entre distintos ensayos. Los 

resultados de la evaluación de los sueros de niños pre- y post- tratamiento, se resumen en la Tabla 

II.3 y Figuras II.5 y II.6; mientras que la Figura II.7 resume la reactividad anti-TcTASV-A+C pre- y 

post- tratamiento de los sueros de adultos. 

En las Tabla II.3 se muestran los valores de ratios relativizados al cut off [Ratios rel= Ratios 

(DOTcTASV/DOGST)/cut off] de los sueros de niños tratados de Tres Estacas y Pampa Ávila, obtenidos 

mediante el ELISA-Mix A+C. El 90% (28/31) de los niños fueron reactivos pre-tratamiento por esta 

técnica. Del total de niños que fueron reactivos al tiempo inicial, el 75% (21/28) demostraron 

variación en los niveles de anticuerpos indicativa de impacto de tratamiento (disminución mayor al 

30%) con un porcentaje de seroconversión (definida por un valor de Ratios relativo<1 post-

tratamiento) del 25% (7/28). En las Figuras II.5, II.6 y II.7 se graficaron niveles de anticuerpos pre- y 

post- tratamiento obtenidos mediante el ELISA-Mix A+C. Para el caso de niños tratados de Chaco, 

se incluyen los resultados previos del ELISA y HAI comerciales obtenidos por Monje-Rumi et al., 

2013, a modo comparativo. 
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Tabla II.3. Seguimiento de niños chagásicos tratados por ELISA-Mix A+C 

  ELISA-Mix A+C   

Paciente * T0** T1** T2** % variación 

TE1 2.020 1.154 0.917↓ -55 

TE2 1.569 1.220 1.245 -21 

TE3 2.691 2.030 1.303 -52 

TE4 3.639 2.302 1.568 -57 

TE5 1.486 1.076 1.015 -32 

TE6 2.545 - 0.678↓ -73 

TE7 3.199 - 1.711 -47 

TE8 3.770 - 3.263 -13 

TE9 3.495 - 1.558 -55 

TE10 1.498 1.198 0.543↓ -64 

TE11 4.929 - 2.120 -57 

TE12 1.568 - 0.895↓ -43 

TE13 1.978 - 0.954↓ -52 

TE14 1.361 1.296 1.543 13 

PA1 1.735 1.270 -  -27 

PA2 1.412 1.760  - 25 

PA3 0.954 0.882  - 
 

PA4 2.271 1.097  - -52 

PA5 1.378 1.285  - -7 

PA6 2.586 2.166  - -16 

PA7 2.305 1.573  - -32 

PA8 1.110 0.780↓  - -30 

PA9 1.843 1.215  - -34 

PA10 1.860 1.253  - -33 

PA11 2.518 1.472  - -42 

PA12 0.519 0.677  - 
 

PA13 4.199 2.574  - -39 

PA14 2.238 0.989↓  - -56 

PA15 2.826 1.913  - -32 

PA16 0.860 0.558  - 
 

PA17 2.345 1.473  - -37 

*TE: localidad Tres Estacas; PA: localidad Pampa Ávila. **Tres Estacas, 5 años de seguimiento post-
tratamiento: T0: 2004; T1: 2006; T2: 2009; Pampa Ávila, 2 años de seguimiento post-tratamiento: T0: 2007; 

T1: 2009 (sin T2). En gris se resaltan los sueros que resultaron negativos para el ELISA-Mix A+C 
pretratamiento. ↓: indica seroconversión post-tratamiento. El sombreado en tonos rosa se resalta los 

diferentes rangos de %variación de los niveles de anticuerpos anti-TcTASV-A+C: 

30%-50% 

50%-75% 

>75% 
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En solo un paciente (PA2) se observó que la reactividad medida por el ELISA-Mix A+C fuera 

mayor en el post-tratamiento que en el basal (Tabla II.3). Uno de los sueros (PA6) que continuó 

positivo post-tratamiento fue también positivo por PCR confirmándose en este caso la falla 

Figura II.6 Seguimiento de pacientes tratados de Pampa Ávila. ***: Diferencias 

significativas, Prueba de Wilcoxon (p<0.05). 

Figura II.5 Seguimiento de pacientes tratados de Tres Estacas. *: Diferencias 

significativas, ns: diferencias no significativas, Prueba de Wilcoxon (p<0.05). 
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terapeútica (Tabla II.2). La reactividad media (media de los ratios relativos ± error estándar) de los 

sueros pre-tratamiento de Pampa Ávila mediante el ELISA con la mezcla de antígenos TcTASV, fue 

1.94 ± 0.216 y post-tratamiento fue 1.35 ± 0.130, siendo las diferencias de reactividad entre los 

pares de sueros pre- y post-tratamiento significativas (p=0.0004, Wilcoxon test, Figura II.5). La 

reactividad media (media de los ratios relativos ± ES) de los sueros de niños de Tres Estacas antes 

del tratamiento y a los 2 y 5 años post-tratamiento fue: 2.55 ± 0.295, 1.47 ± 0.184 y 1.38 ± 0.186, 

respectivamente. La disminución de los títulos de anticuerpos entre el T0 y el T1 y entre el T0 y el 

T2 fueron estadísticamente significativas (Figura II.6).  

En el caso de los sueros de pacientes adultos tratados de Cucullú, 90% (9/10) resultaron 

positivos frente al ensayo ELISA-Mix A+C (Figura II.7). Si bien algunos pacientes disminuyeron los 

títulos de anticuerpos a los tres años del tratamiento las diferencias de títulos de anticuerpos anti-

TcTASV-A + TcTASV-C pre-tratamiento (junio 2013) y post-tratamiento (octubre 2016) no 

resultaron significativas, a diferencia de lo observado en niños tratados (Figura II.7). 

 

 

 

 

 

Figura II.7 Seguimiento de pacientes tratados de 
Cucullú. ns: diferencias no significativas, Prueba de 
Wilcoxon (p<0.05). 
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 II.3. Discusión 

 

 

Como se ha reportado en estudios anteriores, el uso de mezclas antígenos recombinantes 

de T. cruzi en un inmunoensayo mejora considerablemente la sensibilidad para la detección de la 

infección versus su uso de forma individual (Krieger et al., 1992; Da Silveira et al., 2001; 

Camussone et al., 2009; Granjon et al., 2016). En concordancia con estos trabajos, el ELISA-Mix 

A+C puede detectar un 78% de los pacientes infectados en comparación al 66% y 39% de 

sensibilidad que se obtuvo al utilizar los antígenos TcTASV-A y TcTASV-C de manera individual. 

Además, el ELISA con la mezcla antigénica obtuvo un AUC ROC (0.94) indicativa de una exactitud 

elevada para discriminar entre controles infectados y negativos según la escala de interpretación 

del AUC ROC de Swets (1996). La sensibilidad del ELISA-TcTASV-C obtenida aquí demostró un valor 

cercano al obtenido en un trabajo preliminar de nuestro laboratorio donde se detectaron 

anticuerpos anti-TcTASV-C en 30% de los pacientes crónicos estudiados (Bernabó et al., 2013). La 

especificidad de los tres ensayos mencionados fue máxima considerando que ésta fue evaluada no 

sólo en controles sanos sino también en pacientes leishmaniásicos y con estrongiloidiosis, 

afecciones co-endémicas con la infección chagásica en el norte de nuestro país. 

Al estudiar niños con infección congénita en etapa crónica provenientes de una región 

libre de transmisión vectorial, como lo es la Provincia de Jujuy, el ELISA-Mix A+C logró detectar el 

total de las muestras evaluadas, incluidas sus respectivas madres. La sensibilidad del ELISA-Mix 

A+C determinada en sueros de humanos infectados fue del 78%; sin embargo, el 100% de los 

sueros de niños con infección connatal reaccionaron con el ELISA-Mix A+C. Si bien el número de 

muestras evaluado es pequeño para sacar conclusiones definitivas, las diferencias de reactividad 

observadas podrían atribuirse a los diferentes orígenes de las muestras y, por lo tanto, distintas 

cepas T. cruzi infectantes. Es importante resaltar que la Organización Panamericana de la Salud 

(OPS) ha certificado en el 2000 y recertificado en el 2012, que la Provincia de Jujuy se encuentra 

libre de transmisión vectorial. Sumado a esto, no se registraron triatominos tras  la inspección de 

los domicilios realizada oportunamente por la Bqa. Irma Torrejón y su equipo de trabajo (quienes 

gentilmente donaron las muestras para este trabajo), indicando que estos casos no son 

autóctonos de la zona. Dado que las pacientes estudiadas son de origen boliviano o hijas de 
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madres bolivianas, las muestras de estas familias estarían infectadas con parásitos que circulan en 

Bolivia, donde los linajes más prevalentes son TcI y TcV. Mientras que, las muestras de pacientes 

chagásicos utilizadas para la determinación del desempeño diagnóstico de las pruebas son 

procedentes mayormente de la Región del Gran Chaco Argentino (Provincia de Chaco y 

departamento Rivadavia, Provincia de Salta), donde los linajes más prevalentes son TcVI, seguido 

de TcV y TcI (Brenière et al., 2016). Por otro lado, el 90% de los sueros de niños tratados de Chaco, 

probablemente cursando una fase crónica temprana de la infección (al igual que los niños 

congénitos de Jujuy estudiados), fueron reactivos el ELISA-Mix A+C. Por lo tanto, el mejor 

desempeño del ELISA-Mix A+C en estos sueros versus la sensibilidad estimada, podría deberse a 

que los antígenos TcTASV tendrían una reactividad mayor en sueros de pacientes cursando etapas 

tempranas de la infección. 

La falta de herramientas diagnósticas para monitorear el tratamiento y evaluar la cura a 

corto plazo representa una limitación importante en el manejo de los pacientes chagásicos, 

principalmente en los pacientes en fase crónica (WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas 

Disease, 2012; Sguassero et al., 2015). Las pruebas parasitológicas o PCR si bien sirven para 

determinar falla terapéutica carecen de sensibilidad suficiente para el monitoreo de pacientes 

post-tratamiento, mientras que las pruebas serológicas convencionales que utilizan extractos del 

parásito tardan muchos años en negativizar debido a la compleja mezcla de antígenos que 

involucran. En niños tratados la seroconversión puede observarse a partir de los 3 a 5 años post-

tratamiento mientras que en el caso de los adultos puede tomar hasta 20 años observar la 

seroconversión indicativa de efectividad del tratamiento (Sguassero et al., 2015). Si bien se han 

descripto numerosos biomarcadores de efectividad de tratamiento ninguno ha sido validado para 

su uso en reemplazo de las técnicas serológicas estándar. Se requieren de mayores investigaciones 

para mejorar el desempeño de los marcadores existentes y para identificar moléculas que 

funcionen como marcadores biológicos de carga parasitaria y que puedan demostrar a corto plazo 

el éxito terapéutico en un paciente chagásico (Pinazo et al., 2014). Como se mencionó en la 

introducción de este capítulo, entre los biomarcadores inmunológicos para el monitoreo del 

tratamiento de la infección chagásica se encuentran la detección de anticuerpos específicos contra 

antígenos del hospedador o anticuerpos generados contra antígenos del parásito, la medición de 

niveles de citoquinas y la cuantificación de poblaciones de células relacionadas con la respuesta 

inmune (Pinazo et al., 2014). Se debe tener en cuenta que la respuesta humoral ante 

determinado/os antígeno/os que se mide mediante un inmunoensayo podría ser causada por 
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diferentes clones de linfocitos B de memoria que continúan replicándose por varios años. Un 

apropiado biomarcador serológico de cura post-tratamiento en pacientes chagásicos sería un 

antígeno de T. cruzi, o anticuerpos específicos contra el mismo, que al ser eliminado el parásito 

por la terapia tripanomicida y, por lo tanto, desaparecer la estimulación antigénica, también 

disminuya rápidamente la respuesta humoral. Sanchez Negrette et al., 2008, demostraron que la 

negativización de los títulos de anticuerpos de pacientes adultos tratados ocurre antes frente a 

determinados antígenos recombinantes (antígeno 13 y SAPA), que ante otros (antígenos 2 y 30), 

debido a sus tiempos de vida media menores en células B y dendríticas. Laucella et al., 2009, 

observaron en pacientes adultos crónicos que la frecuencia de células T productoras de IFN-ϒ T. 

cruzi-específicas disminuyeron al cabo de ≤1 año luego del tratamiento con benznidazol incluso 

hasta niveles por debajo del umbral de detección (50% de los individuos evaluados). Estos cambios 

en las respuestas de células T estaban altamente correlacionados con la disminución de respuestas 

serológicas medidas por un ensayo tipo array con múltiples antígenos recombinantes pero no con 

las respuestas de anticuerpos medidas por serología convencional (Cooley et al., 2008; Laucella 

et al., 2009), demostrando que las respuestas de células T y de anticuerpos contra proteínas 

individuales del parásito resultan mejores como marcadores tempranos y efectivos del impacto 

del tratamiento (Laucella et al., 2009; Viotti et al., 2011). 

En este trabajo evaluamos el ELISA-Mix A+C para el monitoreo serológico de niños 

crónicos tratados de Chaco debido a que fue el ensayo con mejor desempeño de entre los 

estudiados. Utilizando este inmunoensayo, evidenciamos una mayor disminución de los niveles de 

anticuerpos con diferencias estadísticamente significativas entre el tiempo basal y los tiempos 

post-tratamiento (dos y cinco años) en comparación con los resultados previos obtenidos con 

serología convencional (Monje Rumi et al., 2013). En la Tabla II.4, establecemos la comparación 

entre los resultados obtenidos aquí y los obtenidos en mencionado trabajo, se comparan los 28 

sueros de niños que fueron positivos por ELISA-Mix A+C en el tiempo basal. La disminución de los 

niveles de anticuerpos anti-TcTASV-A+C permitió detectar impacto del tratamiento (disminución 

de >30%, Santamaría et al., 2013) en un 75% de los pacientes ELISA-Mix A+C positivos, en el 

periodo de seguimiento evaluado, con una seroconversión del 25%. Mientras que, con el kit de 

ELISA convencional sólo un 21% (6/28) de los niños tratados demostraron impacto positivo del 

tratamiento a través de la disminución de los niveles de anticuerpos anti-epimastigotes de T. cruzi. 

El porcentaje de seroconversión determinado mediante el ELISA convencional fue del 7% (3/28), 

siendo en esos niños el porcentaje de variación de anticuerpos mayor al 75% indicativo de 
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tendencia a seroconversión de acuerdo con lo planteado por Escriba et al., 2009. Nuestros 

resultados están en concordancia con trabajos previos en los que se evidencia una disminución 

más rápida de los títulos de anticuerpos contra antígenos recombinantes específicos del estadío 

tripomastigote (Pereira-Chioccola et al., 2003; Flores-Chavez et al., 2006; Fabbro et al., 2011; 

Santamaría et al., 2013) en comparación a la serología convencional practicada en las mismas 

muestras de pacientes. Esto demuestra las ventajas que podría implicar la selección y utilización 

de anticuerpos específicos contra antígenos expresados exclusivamente en estadios infectivos 

como biomarcadores de cura. Como se especificó en el primer capítulo de esta tesis, TcTASV-C es 

una proteína exclusiva de la superficie de tripomastigotes mientras que TcTASV-A tiene 

localización intracelular expresándose tanto en tripomastigotes como amastigotes (García et al., 

2010). Además, estas proteínas no tienen secuencias repetitivas lo que posiblemente podría 

producir un menor grado de activación de linfocitos B contra estos antígenos respecto de otros 

antígenos típicos de la superficie del parásito que funcionan como mitógenos o “superantígenos” 

produciendo hipergammaglobulinemia (por ejemplo el antígeno repetitivo SAPA). La disminución 

de anticuerpos anti-TcTASV post-tratamiento podría estar relacionada con la eliminación real del 

parásito y ser un indicador a corto plazo de cura. 

Por otro lado, la evaluación de anticuerpos anti-TcTASV mediante el ELISA-Mix A+C 

realizado en los pacientes adultos crónicos tratados provenientes de Cucullú no demostró 

diferencias significativas entre las muestras basales y las muestras post-tratamiento. A diferencia 

de lo que ocurre en niños, estos resultados son esperables ya que la efectividad del tratamiento 

disminuye considerablemente en adultos crónicos: entre el 30-50% de los pacientes tratados 

seronegativizan luego de 15 a 20 años del inicio del tratamiento (Sguassero et al., 2015). En estos 

pacientes los títulos anti-T. cruzi medidos por ELISA con homogenado de epimastigotes no 

negativizaron tras el tratamiento (Rodríguez, 2017). 
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Si bien no todos los pacientes tratados crónicos reaccionaron contra la mezcla TcTASV-A+ 

TcTASV-C, este porcentaje fue bajo: sólo 3 niños de Chaco y un adulto de Cucullú fueron negativos 

en el tiempo basal. Como se indicó las muestras de pacientes tratados utilizadas en este trabajo 

proceden de estudios epidemiológicos e intervenciones de Salud realizadas por el grupo del Dr. 

Patricio Diosque, en la Provincia de Chaco, y por la fundación ADESAR, en la Provincia de Buenos 

Aires. De modo que las muestras provienen de trabajos no experimentales que consistieron a 

grandes rasgos de tamizajes de pacientes infectados en áreas endémicas para su posterior 

tratamiento etiológico y seguimiento mediante técnicas convencionales de serología y/o PCR. Por 

Tabla II.4. Seguimiento de los niños tratados de Chaco mediante ELISA-Mix A+C, PCR y 
Chagatest ELISA (Wiener Lab.) 

Paciente * PCR(a) (T0;T1;T2)** 
% variación 

Chagatest ELISA(a) ELISA Mix A+C 

TE1 (1;0;0) -100↓ -55↓ 

TE2 (1;0;0) -5 -21 

TE3 (0;0;0) -17 -52 

TE4 (1;0;0) -4 -57 

TE5 (1;0;0) -5 -32 

TE6 (0;0;0) -22 -73↓ 

TE7 (1;0;0) -20 -47 

TE8 (1;0;0) 3 -13 

TE9 (0;0;0) -17 -55 

TE10 (1;0;0) -33 -64↓ 

TE11 (0;0;0) -10 -57 

TE12 (0;0;0) -100↓ -43↓ 

TE13 (0;0;0) 11 -52↓ 

TE14 (0;0;0) -75↓ 13 

PA1 (1;0;n) -4 -27 

PA2 (0;0;n) -8 25 

PA4 (0;0;n) 4 -52 

PA5 (0;0;n) 25 -7 

PA6 (0;1;n) 4 -16 

PA7 (1;0;n) -4 -32 

PA8 (1;0;n) -41 -30↓ 

PA9 (0;0;n) 1 -34 

PA10 (0;0;n) -1 -33 

PA11 (1;0;n) -3 -42 

PA13 (0;0;n) -5 -39 

PA14 (1;0;n) 0 -56↓ 

PA15 (1;0;n) 0 -32 

PA17 (0;0;n) -59 -37 

* Pacientes: TE: localidad Tres Estacas; PA: localidad Pampa Ávila. **1: PCR positiva; 0 = PCR negativa; n: 
no determinada. (a) Datos de Monje Rumi et al., 2013. ↓: indica seroconversión post-tratamiento. El 

sombreado en tonos rosa se resalta los diferentes rangos de %variación de los niveles de anticuerpos:  

30%-50% 

50%-75% 

>75% 
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lo mencionado no se disponía de muestras de pacientes no tratados monitoreados al mismo 

tiempo como grupo control. Sin embargo, consideramos que las características de los antígenos 

TcTASV (antígenos no repetitivos, que se expresan de forma exclusiva y en estadios infectivos del 

hospedador mamífero) sumado a los resultados hallados aquí, demuestran que la detección de 

anticuerpos anti-TcTASV-A+C podría ser una alternativa interesante para el seguimiento serológico 

del tratamiento de la infección chagásica. Además, esta respuesta resulta medible de forma, 

sencilla y económica mediante un ensayo de ELISA-in house que podría ser aplicado en centros de 

salud en áreas endémicas. 
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 : Utilidad diagnóstica de TcTASV en perros Capítulo III

infectados naturalmente por T. cruzi  

 

 

 III.1. Introducción 

 

 

Papel epidemiológico de los perros 

A pesar de los esfuerzos de organismos multinacionales, nacionales y provinciales por 

eliminar la transmisión vectorial de la infección chagásica, en la actualidad persisten regiones, 

como lo es el Gran Chaco, en las que se registran altos índices de infestación domiciliaria con 

triatominos y elevadas tasas de prevalencia de infección por T. cruzi tanto en humanos como 

animales domésticos (Pinto Dias, 2007; Gürtler, 2009; Moretti et al., 2010; Samuels et al., 2013). 

En éstas regiones endémicas en las que el ciclo de transmisión se encuentra activo, los perros 

constituyen los reservorios domésticos de T. cruzi más importantes (Cardinal, Castañera, et al., 

2006; Gürtler et al., 2007). Se han reportado prevalencias de infección en perros del 15.9%, 26% y  

hasta el 60.3% determinadas por serología y/o xenodiagnóstico, en localidades de las provincias 

de Chaco y Santiago del Estero, respectivamente (Diosque et al., 2004; Gürtler et al., 2007; 

Cardinal et al., 2014). 

El papel de los perros como fuentes domésticas del parásito y, por ende, su importancia 

en el ciclo de transmisión vectorial ha sido ampliamente estudiado (Gürtler et al., 1998, 2005, 

2007, 2009; Cardinal, Castañera, et al., 2006; Cardinal et al., 2008, 2014; Gürtler & Cardinal, 2015). 

La gran capacidad de estos animales como reservorios está dada por múltiples factores. Por un 

lado, por su capacidad de mantener el ciclo reproductivo de T. cruzi con elevados niveles de 

parasitemia (Lauricella et al., 1986). Por otro lado, se ha demostrado la preferencia alimentaria de 

las vinchucas frente a los perros con respecto a gatos, gallinas y al hombre (Gürtler et al., 2009). 

Sumado a esto, estudios previos comprobaron que la probabilidad de los triatominos de infectarse 
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al alimentarse de un perro infectado es más elevada que al alimentarse de otros hospedadores 

domésticos (Gürtler et al., 2005, 2007, 2009; Enriquez et al., 2014). El riesgo de transmisión de los 

perros a los humanos se ve incrementado por la permanencia de estos animales en el interior de 

las viviendas, especialmente su presencia en las habitaciones en las horas de descanso, lo que 

incrementa la tasa de contacto con los triatominos. En este sentido, Gürtler et al. (2005) han 

demostrado que la presencia y número de perros infectados en las viviendas están asociadas a la 

incidencia de la infección en niños (Gürtler et al., 2005); y que los casos incidentes en las 

poblaciones de perros ocurren incluso a bajos niveles de infestación con triatominos (Gürtler et al., 

2007). 

Para que una especie animal sea capaz de actuar como centinela de la exposición humana 

a riesgos ambientales como ser una enfermedad infecciosa, debe reunir una serie de 

características: 1) ser susceptible, sensible y tener una respuesta medible al agente infeccioso; 2) 

ocupar un territorio que se superpone al área monitoreada; 3) ser accesible, fácil de enumerar y 

capturar; 4) tener una población con el tamaño adecuado para la toma de muestras 

representativas (Committee on Animals as Monitors of Environmental et al., 1991). Como se ha 

mencionado en los párrafos anteriores, los perros cumplen con estas características y 

consecuentemente pueden actuar como centinelas de la infección humana por T. cruzi en regiones 

endémicas (Castañera et al., 1998; Cardinal, Castañera, et al., 2006). En un estudio realizado en 

comunidades rurales de Santiago del Estero, se evidenció que en aquellos perros mayores de 10 

años la prevalencia de infección resultaba mayor debido a que estos habían nacido antes de la 

última (y, hasta el momento del estudio, única) aplicación de insecticidas a nivel comunitario 

cuando los niveles de infestación con triatominos domiciliarios eran elevados; mientras que, los 

perros de menor edad registraban prevalencias de infección menores (Cardinal, Castañera, et al., 

2006). Sin embargo, los casos incidentes post-aplicación se dan en perros menores de dos años 

que parecen ser más susceptibles a adquirir la infección dado sus hábitos y comportamiento en 

comparación a los perros adultos: duermen durante periodos de tiempo más largos y, además, su 

sistema inmune es aún inmaduro (Castañera et al., 1998). Los casos incidentes se deberían a la 

persistencia de focos de infestación con triatominos infectados que mantienen la transmisión 

vectorial y que, por lo tanto, representan un factor de riesgo a la transmisión a los humanos 

(Castañera et al., 1998). Estos últimos casos deberían ser el blanco de atención en campañas de 

vigilancia post-pulverización de insecticidas. La detección de la infección canina activa constituye 
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una herramienta eficaz para evaluar la efectividad de las campañas de control de vectores y para 

estimar el riesgo de transmisión a los humanos en áreas endémicas para la infección por T. cruzi. 

 

Diagnóstico de la infección en perros 

Los métodos serológicos convencionales, tales como los ensayos de ELISA y 

hemoaglutinación indirecta, empleados para la detección de la infección por T. cruzi en humanos 

han sido estandarizados o adaptados para su uso en perros (Lauricella et al., 1993, 1998). Estos 

métodos demuestran mayor aplicabilidad a fines de screening a campo, ya que son prácticas, 

económicas y no necesitan de equipos sofisticados. Las técnicas parasitológicas, como ser el 

hemocultivo y el xenodiagnóstico, aunque altamente específicas tienen baja sensibilidad, son 

laboriosas y requieren de largo tiempo transcurrido desde la toma de muestra hasta obtener 

resultados (Eloy & Lucheis, 2012). Aunque la combinación del hemocultivo seguido de la PCR 

resultó en una mejora de sensibilidad en la detección de T. cruzi en perros, no superó la de los 

métodos serológicos convencionales (Eloy & Lucheis, 2012). Por otro lado, la técnica de PCR por sí 

sola demuestra una especificidad incluso superior que las técnicas parasitológicas dada por los 

cebadores que se unen específicamente al ADN del parásito si éste está presente en la muestra, 

pero su sensibilidad también es baja en comparación a los métodos serológicos. La baja 

sensibilidad de estas técnicas se debe a la disminución de la parasitemia una vez superada la etapa 

aguda de la infección que disminuye la posibilidad de detectar el parásito o fragmentos del mismo. 

En el caso de la PCR,  se ha reportado un incremento en su capacidad para detectar la infección 

mediante la toma de hasta 9 muestras de sangre seriadas en perros con infección crónica 

experimental (Araújo et al., 2002). Esto último hace que la PCR no pueda ser utilizada de forma 

aislada como una herramienta de diagnóstico concluyente (Araújo et al., 2002). Además, se 

requiere de equipamiento especializado y costoso para que esta técnica de biología molecular sea 

aplicada en áreas endémicas con precariedad de condiciones de infraestructura y recursos 

humanos. 

Pareciera ser, entonces, que la serología convencional representa la mejor alternativa para 

el diagnóstico de la infección en perros. Sin embargo, al igual que para el caso de humanos, una 

limitación de estas técnicas es que utilizan extractos crudos del parásito que comparten epítopes 

con proteínas de otros patógenos, tales como Leishmania spp (Umezawa et al., 2009). Esto puede 

provocar reactividad cruzada cuando se estudian muestras de áreas co-endémicas, como algunas 
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regiones del Gran Chaco (por ejemplo, regiones del Chaco Húmedo). El uso de antígenos especie-

específicos producidos por tecnologías recombinantes, es un sustituto efectivo de los 

homogenados proteicos del parásito, y una alternativa adecuada para superar el problema de 

reactividad cruzada (Umezawa et al., 1999; Da Silveira et al., 2001). No obstante, hasta la fecha a 

pesar de que la performance de diferentes antígenos recombinantes utilizados para detectar la 

infección en humanos ha sido ampliamente examinada y validada, pocos antígenos han sido 

evaluados para el inmunodiagnóstico de la infección canina. Son pocos los antecedentes que 

existen sobre el estudio de métodos diagnósticos de la infección en perros. En la mayoría de estos 

trabajos, utilizan ya sea extractos crudos del parásito o bien fracciones del mismo ya sea la 

fracción flagelar o antígenos secretados-excretados (Lauricella et al., 1993, 1998; Umezawa et al., 

2009; Lardeux et al., 2016). Por último, los escasos estudios donde se aplicaron técnicas 

inmunológicas con antígenos recombinantes son poco comparables debido a que utilizan distintas 

técnicas: desde ELISA (Cimino et al., 2011, 2012; Floridia-Yapur et al., 2014), Inmunocromatografía 

(Cardinal, Reithinger, et al., 2006) y ensayo de inhibición de la Trans-sialidasa (Sartor et al., 2011). 

Como se ha mencionado anteriormente, las proteínas TcTASV tienen características que 

nos llevaron a proponer que serían buenos candidatos para el diagnóstico de la infección en 

perros. En este capítulo, planteamos evaluar la utilidad de las proteínas TcTASV-A, TcTASV-B y 

TcTASV-C para detección de la infección en sueros de perros naturalmente infectados 

provenientes del Gran Chaco, Argentina. 

 

 

 Objetivo general:  

Estudiar la capacidad de los antígenos de la familia TcTASV para detectar la infección 

chagásica natural en perros. 

 Objetivos Específicos: 

1. Evaluar la capacidad diagnóstica de ensayos de ELISA con los antígenos TcTASV para la 

detección de la infección chagásica en perros. 

2. Mapear epítopos lineales del antígeno TcTASV-C con sueros de perros. 

3. Estudiar a TcTASV-C como un marcador serológico de la infección, mediante Western Blot. 
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III.2. Resultados  

 

 

 III.2. Sección 1. Evaluación de la capacidad diagnóstica de los antígenos TcTASV 

mediante ensayos de ELISA para la detección de la infección chagásica en perros 

Para esta sección del capítulo III, en primer lugar se estandarizó la técnica de ELISA 

indirecto para la detección de anticuerpos anti-TcTASV en sueros de perros. A continuación, se 

analizó la reactividad ante los antígenos TcTASV de un panel de sueros de perros infectados con T. 

cruzi provenientes de área endémica (Provincia de Chaco) y de sueros sanos de áreas no 

endémicas o de perros leishmaniásicos (Figura III.1). Dentro del grupo de perros infectados (ELISA-

homogenado de T. cruzi positivos) se incluyeron perros con evidencia parasitológica de T. cruzi por 

xenodiagnóstico y/o PCR (Figura III.1). Y, por último, se calcularon los parámetros de eficacia 

diagnóstica correspondientes para las pruebas de ELISA con los antígenos TcTASV. Los resultados 

de esta sección del capítulo III, fueron publicados en Parasitology (Floridia-Yapur et al., 2016). 

 

 

 

 

Figura III.1 Diagrama de flujo de los sueros de perros utilizados. 
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Reactividad de los sueros de perros infectados (PTc+) y no infectados (PTc−) contra las 

proteínas TcTASVs 

Los sueros de perros infectados con T. cruzi (PTc+) y de los controles no infectados (PTc−) 

se evaluaron primero contra los antígenos TcTASVs plaqueados separadamente. Los niveles de 

anticuerpos contra TcTASV-A y contra TcTASV-C fueron significativamente superiores en los perros 

PTc+ que en PTc− (Figura III.2). Además, todos los sueros control del grupo PTc− fueron 

clasificados como negativos por TcTASV-A y TcTASV-C (0/53) (Tabla III.1). La positividad de los 

sueros infectados con T. cruzi fue de 57.1% (40/70) para TcTASV-A y 52.9% (37/70) para TcTASV-C 

(Tabla III.1). De nuevo, el ELISA-TcTASV-BGST  obtuvo una baja especificidad (50%) por lo que no se 

realizaron análisis posteriores con este antígeno. 

 

A pesar de que los ELISAs con TcTASV-A y TcTASV-C obtuvieron un porcentaje similar de 

resultados positivos, los ensayos coincidieron sólo en 21 sueros PTc+. La combinación de ambos 

ensayos nos permitió clasificar 56 sueros PTc+ como TcTASVs reactivos, lo que sugería que 

llevando a cabo un ensayo de ELISA con una mezcla TcTASV-A + TcTASV-C, podría mejorar la 

reactivos contra la mezcla TcTASV-A + TcTASV-C (ELISA-Mix A+C), probando que la reactividad de 

los sueros contra cada antígeno puede ser sumada en un ensayo (Tabla III.1 y Figura III.2). 

 

 

 

Figura III.2 Reactividad de los sueros de los grupos PTc+ y PTc- contra los 
antígenos TcTASV-A, TcTASV-B, y TcTASV-C y contra una mezcla antigénica de 
TcTASV-A y TcTASV-C en los ensayos de ELISA. ***: p<0.05, Mann-Whitney U-
test; ns: no-significativo. 



 Capítulo III 

72 
 

Reactividad diferencial del  ELISA TcTASV-A+C en perros con resultados positivos por PCR 

y/o xenodiagnóstico 

A pesar de la diferencia en la reactividad media entre PTc+ y PTc−, algunos sueros del 

grupo PTc+ no reaccionaron contra TcTASV-A, TcTASV-C ni contra la mezcla de los mismos. 

Consecuentemente, analizamos si estas diferencias en positividad podrían estar asociadas con el 

estado de la infección de los perros muestreados. Consideramos que aquellas muestras con 

xenodiagnóstico y/o PCR positivos procedían de perros con niveles de parasitemia detectables y, 

por lo tanto, posiblemente estarían cursando una etapa de infección activa al momento del 

muestreo. Los sueros de perros que fueron diagnosticados como PTc+ por ELISA-H y 

xenodiagnóstico y/o PCR (grupo GII, ver Materiales y Métodos), reaccionaron preferentemente 

contra los antígenos TcTASV (Figura III.3). Tanto el número de sueros reactivos como la media de 

los ratios obtenidos, fue mayor en el grupo GII que en el grupo GI. Esas diferencias fueron 

significativas para los ELISAs -TcTASV-C y -Mix A+C (Figura III.3, Tabla III.1). 

La Tabla III.1 resume los parámetros del desempeño de los ELISAs calculada para los 

antígenos estudiados. La sensibilidad y el área bajo la curva (AUC) ROC variaron de acuerdo a los  

grupos de suero considerados como controles positivos. Cuando todo el grupo PTc+ (GI + GII) fue 

considerado, la sensibilidad era siempre un valor intermedio entre los porcentajes obtenidos en 

los grupos GI and GII (Tabla III.1). La sensibilidad más alta de entre los TcTASV-ELISAs evaluados 

fue obtenida cuando sueros del grupo GII fueron considerados como el grupo control positivo 

mientras que los valores más bajos fueron obtenidos con el grupo GI como grupo positivo. El 

Figura III.3 Reactividad de los sueros de los grupos GI, GII y PTc- 
contra los antígenos TcTASV-A y TcTASV-C y contra una mezcla 
antigénica de TcTASV-A y TcTASV-C en los ensayos de ELISA. ***: 
p<0.05, Mann-Whitney U-test; ns: no-significativo. GI: sueros de 
perros PTc+ con PCR y/o xenodiagnóstico negativo o no 
determinado; GII: sueros de perros PTc+ con niveles detectables de 
parásitos por PCR y/o xenodiagnóstico. 
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patrón descripto fue consistente para todos los ensayos evaluados. Los valores de AUC ROC 

variaron en un patrón similar, excepto para TcTASV-A-ELISA donde se obtuvo un valor de 0.8 para 

todos los grupos de suero considerados. La Especificidad fue máxima para todos los ensayos 

(100%). Estos resultados demostrarían una reactividad diferencial contra los antígenos TcTASVs, 

especialmente contra TcTASV-C o la Mix A+C, de los sueros de perros que se encontrarían 

cursando una infección activa (parásitos detectados en la sangre periférica por xenodiagnóstico, o 

ADN de T. cruzi detectado por PCR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla III.1 Resumen de parámetros de eficacia diagnóstica 

ELISA 

Sensibilidad 
[IC95%] Especificidad 

[IC95%] 
AUC ROC 
[IC95%] 

Grupo 
% (posit/total) 

[IC95%] 

TcTASV-A 

PTc+ (GI+GII) 
57.1% (40/70) 

[44.8-68.9] 

100% (0/53) 
[93.3-100] 

0.8 
[0.72- 0.88] 

GI 
51.5% (17/33) 

[33.5- 69.2] 
0.8 

[0.7-0.9] 

GII 
62.2% (23/37) 

[44.8-77.5] 
0.8 

[0.7-0.91] 

TcTASV-C 

PTc+ (GI+GII) 
52.9% (37/70) 

[40.6-64.9] 

100% (0/53) 
[93.3-100] 

0.76 
[0.68- 0.85] 

GI 
27.3% (9/33) 
[13.3-45.5] 

0.59 
[0.46-0.72] 

GII 
75.7% (28/37) 

[58.8-88.2] 
0.91 

[0.85-0.98] 

MIX A+C 

PTc+ (GI+GII) 
70% (49/70) 
[57.9-80.4] 

100% (0/53) 
[93.3-100] 

0.89 
[0.84-0.95] 

GI 
42.4% (14/33) 

[25.5-60.8] 
0.79 

[0.68-0.89] 

GII 
94.6% (35/37) 

[81.8-99.3] 
0.99 

[0.97-1] 
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 III.2. Sección 2. Mapeo de epítopes de TcTASV-C mediante ELISA 

A fines de profundizar en el estudio de TcTASV-C como una proteína útil para el 

diagnóstico de la infección en perros, se mapearon los epítopes lineales de esta proteína 

utilizando 6 péptidos sintéticos de TcTASV-C que se disponían en el laboratorio (ver Materiales y 

Métodos). Los péptidos fueron diseñados a partir de predicciones bioinformáticas de epítopes de 

células B (Rodriguez et al., 2015) y de epítopes previamente descubiertos a partir del screening de 

un microarray de péptidos con sueros de humanos infectados en el cual se incluyeron secuencias 

de cuatro proteínas TcTASV-C (Carmona et al., 2015). Los 6 péptidos sintéticos (16-19 

aminoácidos) de la secuencia de TcTASV-C utilizados incluían: tres péptidos cuya secuencia está 

fuera de los motivos conservados de la familia y de la subfamilia, motivos tasv_all //tasv_c 

(P172_188, P189_207, P304_319) y tres péptidos cuya secuencia se encuentra dentro del motivo 

de la subfamilia tasv_c, pero dos de ellos se encuentran dentro del motivo tasv_all (P46_62 y 

P47_63) y uno se encuentra fuera (P73_89) (Figura III.4). Cada péptido se nombró con la letra “P” 

seguida de los números correspondientes a los aminoácidos de la secuencia de TcTASV-C que 

abarca ese péptido. Estos péptidos, se utilizaron para el mapeo de epítopes lineales mediante 

ELISA con sueros de perros infectados naturalmente. 

Se utilizaron en total 69 muestras el panel de sueros de perros evaluado en la sección III.1, 

incluyendo: 28 sueros de perros infectados con T. cruzi (PTc+), todos reactivos ante ELISA-TcTASV-

C previamente: 21 sueros del Grupo I (ELISA-H positivos; PCR y/o xenodiagnóstico positivos) y 7 

sueros del Grupo II (ELISA-H positivos; PCR y/o xenodiagnóstico no determinado o negativo); y, 41 

sueros del grupo de perros sin infección por T. cruzi (PTc-), negativos para ELISA-TcTASV-C: 26 del 

Grupo III (sanos) y 15 del grupo IV (Leishmaniosis canina).  

Como era de esperarse, los sueros del grupo PTc- (negativos por ELISA-TcTASV-C) 

evaluados resultaron no reactivos contra todos los péptidos. Por otro lado, el 70% (20/28) de los 

Figura III.4 Péptidos sintéticos de TcTASV-C utilizados. Se muestran sus posiciones relativas a 
los motivos tasv_all y tasv_c  
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sueros de perros infectados TcTASV-C+ reaccionaron al menos con un péptido y el 35% (10/28) 

reaccionaron con 2 o más péptidos. Los péptidos P189_207 y P172_188, que se encuentran fuera 

del motivo conservado tasv_all y tasv_c, fueron los más detectados: 64.3% y 46.4%, 

respectivamente (Figura III.5). El porcentaje de sueros reactivos frente a los péptidos P304_319 

(14.3%), P46_62 (7.1%) y P47_63 (7.1%) fue bajo y ningún suero reaccionó con el péptido P73_89, 

siendo estos tres últimos péptidos parte de la secuencia del motivo tasv_c. Cabe destacar que si 

bien la reactividad de los sueros frente a los péptidos P46_62 y P47_63 es baja (Figura III.5), los 

dos sueros que reaccionan frente a uno u otro pertenecen a distintos individuos. Estos péptidos 

difieren en un sólo aminoácido y esa diferencia es suficiente para que sean detectados por 

distintos sueros. Además, mientras que el péptido P172_188 es uno de los más detectados por 

sueros de perros infectados, ningún suero de humano infectado reaccionó ante este péptido 

(Rodriguez et al., 2015), evidenciando que distintas especies de hospedador reconocerían 

diferentes epítopes B de TcTASV-C. 

Al comparar entre los grupos GI y GII de sueros PTc+ mostraron reactividades diferenciales 

frente a los distintos péptidos (Figura III.5, Tabla III.2). Sesenta y siete por ciento (14/21) de los 

sueros de perros del GII con probable infección activa (xenodiagnóstico y/o PCR positivos) 

evaluados reaccionaron al menos con un péptido. Para el GI de sueros de perros este porcentaje 

fue 85.7% (6/7). Ambos grupos de sueros demostraron positividades altas frente a los péptidos 

P189_207 y P172_188. Sin embargo, si bien numéricamente estos grupos no son parejos (21 GII vs 

7 GI) se observaron diferencias: un 57% de los sueros del GII reaccionaron frente al péptido 

Figura III.5 Reactividad de los sueros de perros PTc+ positivos por ELISA-
TcTASV-C ante los distintos péptidos.  
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P189_207, mientras que el 86% de los sueros del GI reaccionaron frente a ese péptido. Por otro 

lado mientras que sólo un suero del grupo GII reaccionó contra el péptido P304_319, 3 (43%) del 

GI reaccionaron contra ese péptido (Figura III.5, Tabla III.2). 

 

 

 

 

 

 

Tabla III.2. Reactividad de los sueros de los grupos GI y GII ante los distintos péptidos de TcTASV-C. 

Péptido GI 

%
 S

u
er

o
s 

re
ac

ti
vo

s 

GII 

%
 S

u
er

o
s 

re
ac

ti
vo

s 

P304_319                42%                                           4% 

P189_207                86%                                           57% 

P172_188                57%                                           43% 

P46_62               14%                                           5% 

P47_63               0%                                           10% 

P73_89                0%                                           0% 

 

  Reactivo  
                         

 
  No Reactivo 

                       

Figura III.6 Porcentaje de sueros de perros de los grupos GI y GII 
reactivos ante los distintos epítopes B de TcTASV-C. Se observa que el 
porcentaje de sueros reactivos contra el péptido P47_63 fue nulo 
(ausencia de barras); de manera similar, ningún suero del GI reaccionó 
contra el péptido P46_62. 
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 III.2. Sección 3. Estudio de TcTASV-C como un biomarcador serológico de la 

infección chagásica en perros 

Los resultados obtenidos mediante ELISA que se explicitan en la secciones anteriores nos 

llevaron a plantear que TcTASV-C podría ser un antígeno marcador de infección activa en perros 

infectados naturalmente (Floridia-Yapur et al., 2016). En concordancia con esta hipótesis, 

resultados previos de nuestro grupo de trabajo demuestran que en ratones infectados el pico de 

parasitemia coincide con el pico de anticuerpos anti-TcTASV-C (Bernabó et al., 2013) y que la 

expresión de TcTASV-C es hasta 100 veces superior en tripomastigotes circulantes sanguíneos que 

en los tripomastigotes obtenidos de cultivos in vitro (Tekiel et al., 2014). Además, sabemos que la 

proteína está altamente glicosilada, se expresa en la superficie del parásito y se libera 

espontáneamente al medio, por lo que estaría en contacto con el sistema inmune del hospedador 

(Bernabó et al., 2013). Por lo tanto, creíamos relevante estudiar la posibilidad de detectar el 

antígeno en suero a modo de biomarcador de la infección. Para dar respuesta a este planteo 

estudiamos, en primer lugar, la detección de TcTASV-C en sueros de perros infectados 

naturalmente mediante Western-Blot. A continuación, se evaluó la posibilidad de captura y 

elución del antígeno de interés a partir de un pool de sueros infectados mediante una columna de 

afinidad con anticuerpos anti-TcTASV-C. 

 

Detección de TcTASV-C en sueros de perros infectados mediante Western- Blot 

Una vez estandarizada la técnica de Western-Blot para la detección del antígeno TcTASV-C 

en pooles de sueros normales contaminados con la proteína recombinante, se evaluaron sueros 

de perros infectados para la detección de la TcTASV-C nativa. Se seleccionaron sueros del panel en 

la Figura III.1 que fueran preferentemente positivos por ELISA-TcTASV-C y/o positivos por PCR y/o 

xenodiagnóstico. En la Tabla III.3 se indican los sueros de perros infectados estudiados por 

Western-Blot para la detección de TcTASV-C. Se resumen los resultados de xenodiagnóstico (XD), 

PCR, ELISA-H, ELISA-TcTASV-A, ELISA-TcTASV-B, ELISA-TcTASV-C y ELISA-Mix A+C, para cada uno de 

los sueros estudiados en esta sección. 

 

 



 Capítulo III 

78 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos los sueros de perros infectados evaluados presentaron una banda reactiva por 

debajo del marcador de peso de 70KDa (~65KDa) que pudo ser evidenciada por revelado con 

fluorescencia y/o quimioluminiscencia. Cabe destacar que la TcTASV-C recombinante, incluida 

como control positivo en las membranas, genera una banda de peso molecular ~70KDa, dado por 

su unión a GST: la secuencia de TcTASV-C clonada tiene un peso molecular de 36KDa, mientras que 

GST, ~29KDa. Por otro lado, la TcTASV-C nativa con sus múltiples glicosilaciones tiene un peso 

molecular de ~60Kda, pudiéndose encontrar leves diferencias entre diferentes cepas de T. cruzi. 

En la Figura III.7.A y B se muestran dos membranas reveladas en las que se evaluó la presencia de 

TcTASV-C en distintos grupos de sueros de perros, que fueron enfrentados con un suero 

hiperinmune de conejo anti-TcTASV-CGST (anticuerpo primario). En la Figura III.7.A se presenta una 

membrana revelada por fluorescencia en la que puede observarse que tanto los sueros de perros 

infectados como el pool de sueros sanos presentan una banda intensa a la altura del marcador de 

peso molecular de 70KDa y una banda por debajo del marcador. Esta última, correspondería a 

TcTASV-C mientras que la primera –hipotetizamos- correspondería a la albúmina o alguna otra 

Tabla III.3. Resumen de sueros de perros infectados estudiados por Western-Blot para la 
detección de TcTASV-C. 

Suero XD PCR ELISA-H 
ELISA-

TcTASV-A 
ELISA-

TcTASV-B 
ELISA-

TcTASV-C 
ELISA-Mix 

A+C 

1 - + + - - + - 

2 - + + + + - + 

3 + + + + + + + 

4 + + + + - + + 

5 ND + + - - + + 

6 + - + + - + + 

7 - + + + + + + 

8 - + + + - + + 

9 ND ND + + + + + 

10 ND ND + + + + + 

11 ND ND + - - + - 

12 + + + + + + + 

13 - + + - + - + 

14 + + + + + - + 

15 + + + - + + + 
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proteína de PM similar presente en el suero (~69KDa). En la Figura MyM.5 (ver Ensayos de 

Western Blot para detección de TcTASV-C en sueros de perros infectados, en Materiales y 

Métodos) puede observarse que todos los sueros presentan esa banda intensa en la tinción con 

Rojo Ponceau de la membrana transferida. Por otro lado, en la Figura III.7.B se presenta una 

membrana revelada por quimioluminiscencia, en la que puede apreciarse que sólo los sueros de 

perros efectivamente infectados con T. cruzi presentan la banda específica correspondiente a 

TcTASV-C, por debajo del marcador de 70KDa. Hipotetizamos que la presencia de bandas 

inespecíficas en las membranas reveladas por fluorescencia, se podría deber a la adhesión de los 
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Figura III.7 La membrana A fue revelada por fluorescencia con los siguientes parámetros: 700, int 5; 800, int 6 (anticuerpo 
secundario utilizado: anti-IgG de conejo conjugado con cromóforo 800nm). La membrana B fue revelada por 
quimioluminiscencia utilizando el reactivo Pico con un tiempo de exposición de la placa de 15 segundos (anticuerpo 
secundario utilizado: anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa). 
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Figura III.8 Membrana revelada por quimioluminiscencia revelada 
con anticuerpo primario de ratón anti-TcTASV-C. 
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fluoróforos a la albúmina causando inespecificidad. Esta es una de las causas por las cuales la 

albúmina no puede utilizarse como agente de bloqueo en membranas que serán reveladas por 

este sistema (Manual OdysseyTM Western Blotting Protocols). 

Para confirmar los resultados obtenidos empleando el suero anti-TcTASV-C desarrollado 

en conejo, quisimos comprobar que TcTASV-C pudiera detectarse en los mismos sueros de perros 

utilizando un anticuerpo primario anti-TcTASV-C desarrollado en otra especie (ratón). Para esto, 

las mismas membranas que ya habían sido reveladas, fueron strippeadas para eliminar los 

anticuerpos primario y secundario y, luego de verificar la ausencia de reactividad al incubar con 

reactivo de quimioluminiscencia, repetimos el Western-Blot empleando el anticuerpo primario 

anti-TcTASV-C hecho en ratón (1/1600) y el secundario correspondiente. El revelado por 

quimioluminiscencia demostró las mismas bandas reactivas correspondientes al peso molecular de 

TcTASV-C en todos los sueros evaluados (Figura III.8), con lo que concluimos que efectivamente, 

estamos detectando de manera específica TcTASV-C presente en sueros de perros infectados.  

Como se mencionó anteriormente, la banda correspondiente a TcTASV-C se evidenció en los 15 

sueros de perros estudiados de los cuales 12 tenían PCR y/o xenodiagnóstico positivo y para los 

otros tres sueros estas pruebas no fueron determinadas por lo que no podemos asegurar ausencia 

de parasitemia detectable. 

A continuación, se realizaron una serie de experiencias adicionales para reconfirmar que la 

banda detectada mediante Western-Blot realmente fuera TcTASV-C. En primer lugar, se realizó 

una experiencia para chequear que la banda observada por debajo del MPM de 70KDa 

correspondía al antígeno de T. cruzi y no a un componente del suero que presentara reactividad 

cruzada con nuestros anticuerpos. Para esto se realizaron diluciones de un suero positivo en el 

pool de sueros negativos y se sembraron esas diluciones en el gel, para el posterior desarrollo del 

Western-Blot. Se reveló la mitad de la membrana por quimioluminiscencia y la mitad por 

fluorescencia. En la Figura III.9 se muestra el revelado por fluorescencia en el cual se puede 

observar como la banda correspondiente a TcTASV-C en el pool de sueros de perros infectados 

disminuye su intensidad a medida que este pool se diluye en el pool de sueros sanos. 

 

 



 Capítulo III 

81 
 

 

 

Captura de TcTASV-C a partir de sueros de perros infectados con T. cruzi mediante 

columna de afinidad 

A partir de los resultados obtenidos por Western-Blot se procedió a el armado de una 

columna de afinidad (SulfoLink) en la que acoplamos anticuerpos anti-TcTASV-C-GST de conejo a 

fines de captar TcTASV-C libre a partir de suero de perros infectados. Se realizaron dos 

purificaciones: una a partir de un pool de sueros de perros infectados y otra a partir de un pool de 

sueros normales de perros como control. Los eluídos de ambas purificaciones fueron evaluados 

mediante Western-Blot para la detección de TcTASV-C con un suero de conejo anti-TcTASV-CGST 

1/200 como anticuerpo primario. 

En las Figura III.10 se muestran los revelados de los ensayos de Western Blot para evaluar 

la presencia de TcTASV-C en los eluídos resultantes de la purificación de TcTASV-C a partir del pool 

de sueros de perros infectados. Se evidenció una banda fuertemente reactiva en el eluído dos 

obtenido a partir del pool de sueros infectados, siendo positivo el control de TcTASV-C 

recombinante y el control del pool de sueros infectados 1/20, mientras que para la purificación a 
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Figura III.9 Western-Blot evaluando diluciones de suero 
de perro infectado en pool de sueros de perros sanos 
para chequear la dilución de TcTASV-C manteniendo las 
proteínas de la matriz constantes. Se muestra la mitad 
de membrana revelada por fluorescencia. La incubación 
con anticuerpo primario se realizó ON con suero de 
conejo anti-TcTASV-C 1/200. 
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partir del pool de sueros sanos, no se evidenció ninguna banda correspondiente a la proteína de 

interés. 
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Figura III.10 Western-Blot para el chequeo de las purificaciones con la columna SulfoLink-anti-TcTASV-C a partir 
del control pool de sueros normales (derecha) y a partir del pool de sueros infectados (izquierda). Pool -/Pool+: 
pool de sueros negativo o positivo, respectivamente, en dilución 1/20; L: Lavados; E: Eluídos; TcTASV-C: 100ng. 
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 III.3. Discusión 

 

 

Los perros son considerados como el reservorio doméstico más importante de T. cruzi en 

regiones endémicas, como el Gran Chaco, y no solo constituyen un factor de riesgo para la 

transmisión a humanos sino que también pueden actuar como centinelas de la infección humana 

(Castañera et al., 1998; Cardinal, Castañera, et al., 2006; Gurtler et al., 2007). Por lo tanto, los 

estudios sobre la detección del parásito en estos reservorios son relevantes. Debido a que la 

sensibilidad de la PCR y de los métodos parasitológicos depende de parasitemias elevadas, los 

métodos serológicos usando antígenos recombinantes definidos podrían representar una 

alternativa sensible, específica y económica para alcanzar un diagnóstico confiable. En este 

sentido, las proteínas de la familia TcTASV podrían ser candidatos diagnósticos prometedores 

debido a que se expresan diferencialmente en tripomastigotes y no tienen ortólogos en 

tripanosomátidos relacionados (García et al., 2010; Bernabó et al., 2013). Más aún, estas proteínas 

están conservadas en los linajes TcI y TcVI que predominan en las infecciones caninas en el Gran 

Chaco (Monje-Rumi et al., 2015). Todo lo mencionado nos llevó a proponer la evaluación del 

desempeño diagnóstico de los antígenos TcTASVs para la detección de la infección por T. cruzi en 

perros infectados naturalmente de áreas endémicas, como uno de los objetivos específicos de esta 

Tesis.  

En nuestro estudio expresamos un miembro representativo de cada subfamilia TcTASV y 

analizamos la reactividad de los sueros contra estas proteínas usando un formato de ELISA. Los 

controles de infección fueron agrupados dependiendo de si presentaban o no evidencia directa de 

la presencia del parásito (Grupo II y Grupo I de sueros PTc+, respectivamente). Es común encontrar 

estudios donde sólo las muestras parasitológicas positivas son consideradas como controles 

positivos debido a que la presencia del parásito es una prueba innegable de infección (Umezawa 

et al., 2009; Floridia-Yapur et al., 2014). Sin embargo, en zonas endémicas, los reservorios 

mamíferos pueden estar cursando ya sea la etapa aguda (con niveles detectables de parasitemia, a 

pesar de que en ocasiones sólo lo son luego de amplificación por PCR) o una etapa 

crónica/indeterminada (con parasitemia no aparente) en un momento determinado. Por lo tanto, 
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consideramos que el enfoque aplicado en esta tesis es apropiado para la evaluación de una prueba 

diagnóstica novedosa para reservorios infectados de zonas endémicas. También es importante 

mencionar que las muestras usadas en este trabajo fueron colectadas de un área donde no se 

reportaron ni vectores flebótomos ni reservorios de Leishmania spp. Además, tomando en cuenta 

que un gran número de muestras del Grupo I fueron reactivas frente a antígenos recombinantes 

en ensayos previos (Cimino et al., 2011; Floridia-Yapur et al., 2014), consideramos que los sueros 

PTc+ positivos por ELISA-H empleados en esta Tesis, son muestras verdaderamente positivas para 

T. cruzi y negativas para Leishmania spp. 

Se observó que los sueros con niveles detectables de parásitos por PCR y/o 

xenodiagnóstico (grupo GII) tuvieron una reactividad diferencial contra el antígeno TcTASV-C. Esta 

reactividad fue mejorada utilizando una mezcla de este antígeno y de TcTASV-A, lo que permitió 

detectar la mayoría (94.6%) de los sueros del grupo GII estudiados con máxima exactitud (AUC-

ROC=0.99). Resultados previos demostraron que en ratones infectados con la cepa RA de T. cruzi 

(linaje TcVI y elevada virulencia), el pico de parasitemia es coincidente con la aparición de 

anticuerpos IgG anti-TcTASV-C, lo que sugiere que TcTASV-C está en contacto con el sistema 

inmune del hospedador durante la infección temprana (Bernabó et al., 2013). A pesar del hecho 

de que estudios similares con TcTASV-A deben llevarse a cabo, la evidencia previa sobre TcTASV-C, 

junto con los resultados de este trabajo, sugieren que por lo menos TcTASV-C reacciona 

preferentemente con suero de perros y ratones con infección activa. Similarmente, otros 

resultados de nuestro grupo están en línea con esta hipótesis (Floridia-Yapur et al., 2014). La 

mayoría de los sueros del GII (32/37) habían sido previamente evaluados por ELISA contra el 

antígeno SAPA (shed acute phase antigen), resultando todos los sueros positivos ante SAPA 

también positivos frente a la Mix A+C; más aún, casi el 80% de estos sueros fueron también 

reactivos frente a TcTASV-C. Cabe destacar, además, que el ELISA-Mix A+C logró detectar un 

porcentaje mayor de perros infectados con infección activa (94%) que el ELISA con el antígeno 

SAPA (87%) (Floridia-Yapur et al., 2014), considerado como el marcador de fase aguda por 

excelencia.  

Resultó notable que la baja reactividad ante TcTASV-C en el grupo GI (27.3%) es 

coincidente con un estudio previo donde se obtuvo alrededor de un 30% de reactividad con 

TcTASV-C-ELISA en un grupo de humanos con infección crónica (Bernabó et al., 2013). Debido a 

que TcTASV-C se expresa en la superficie de los tripomastigotes que mayormente circulan en  la 
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sangre durante la fase aguda (Bernabó et al., 2013), los anticuerpos anti-TcTASV-C probablemente 

persisten durante un corto período de tiempo posterior al fin de esta fase, explicando la baja 

reactividad de los hospedadores contra este antígeno en la fase indeterminada o crónica. Sin 

embargo, en el presente estudio, no se puede asegurar que todos estos perros estaban cursando 

la fase crónica, debido a que la mayoría de estos perros carecían de pruebas de PCR o 

xenodiagnóstico. Por lo tanto, se necesitarían investigaciones ulteriores para confirmar esta 

observación. Por otro lado, las diferencias de reactividad  observadas entre TcTASV-A y TcTASV-C 

principalmente en el grupo I, podrían deberse al hecho de que estas proteínas presentan 

diferentes patrones de expresión: mientras que TcTASV-C se expresa en la superficie de 

tripomastigotes sanguíneos y se secreta (Bernabó et al., 2013), TcTASV-A tiene una localización 

intracelular en tripomastigotes y amastigotes. Con respecto a la reactividad anti-TcTASV-A, la 

menor reactividad de los sueros del GI contra la mezcla –en comparación con la reactividad contra 

TcTASV-A sola- podría ser explicada por las diferentes cantidades de proteína utilizada en los 

ensayos (Tabla IV.1). 

Sólo el 70% de los perros que fueron positivos por serología convencional, que emplea 

Homogenado total de parásitos (ELISA-H), reaccionaron con alguna proteína TcTASV por ELISA en 

este trabajo. Sin embargo, se considera que los perros que reaccionaron con la mezcla antigénica 

TcTASV A+C podrían tener un nivel de parasitemia superior, como se menciona más arriba. Un 

estudio reportó una correlación positiva entre la cantidad de parásitos circulantes en la sangre de 

perros infectados con T. cruzi y la capacidad infectiva ante T. infestans (es decir, la proporción de 

insectos no-infectados que adquieren la infección luego de alimentarse una vez de un hospedador 

infectado) (Enriquez et al., 2014). Además, las poblaciones de perros en áreas endémicas pueden 

estar agrupadas en clusters de acuerdo a sus niveles de parasitemia, los cuales están altamente 

correlacionados con el estado nutricional, la inmunocompetencia y/o la condición de salud 

general, y determinan la capacidad para esparcir parásitos a un vector no infectado que se 

alimenta de estos hospedadores (Gurtler et al., 2007; Enriquez et al., 2014). De esta forma habría 

perros que contribuyen desproporcionadamente a la transmisión de T. cruzi actuando como 

“super esparcidores” de la infección (Gürtler & Cardinal, 2015). Por lo tanto, postulamos que los 

perros reactivos ante los antígenos TcTASV-A y -C podrían representar una fuente mayor de 

parásitos para un vector no infectado que se alimente de éstos y, por lo tanto, podrían tener un 

mayor impacto epidemiológico. Por otro lado, se han registrado casos en los que la serología 

estándar usando extractos de parásitos falló en detectar la infección en perros con parasitología 
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positiva (Cardinal, Reithinger, et al., 2006). Además, los ELISAs con TcTASV-A, -C y mezcla 

antigénica, no presentaron reactividad cruzada (100% especificidad) ni con los casos de 

Leishmaniosis canina ni con perros sanos, lo cual representa una ventaja relevante comparado con 

la serología convencional a la hora de diagnosticar la infección en áreas de probable co-

endemicidad con Leishmania spp. La mezcla de antígenos TcTASV evaluada en esta Tesis podría 

resultar útil en combinación con antígenos reactivos en fases tardías de la infección, de forma de 

maximizar la sensibilidad del inmunodiagnóstico. 

Por otro lado, el análisis de reactividad contra péptidos sintéticos representando epítopes 

B de la secuencia de TcTASV-C mediante ELISA, reveló que ninguno de los mismos fue reactivo 

ante el total de los casos de sueros de perros ELISA-TcTASV-C positivos. En total, fueron ocho los 

sueros de perros con anticuerpos anti-TcTASV-C que no reaccionaron contra ninguno de los 

péptidos, indicando que debe existir por lo menos un epítope no estudiado en este trabajo que 

sea el responsable de la reactividad restante de TcTASV-C. Al comparar los resultados del análisis 

de epítopes lineales de TcTASV-C reconocidos por perros infectados realizado en esta tesis con lo 

obtenido en humanos infectados (N=63) por Rodriguez et al. (2015), se pueden detectar 

diferencias en el patrón de péptidos que reconoce uno u otro hospedador. Los sueros de pacientes 

infectados (46%) reconocen sólo un péptido por fuera del motivo tasv_c (péptido P189-207) y los 

péptidos dentro del motivo tasv_c (P46-62; P47-63; P73-89) son reconocidos por un bajo 

porcentaje de sueros (11.1%, 3.2%, 6.3%, respectivamente). Los perros mientras tanto, reconocen 

además del P189-207 (un 64% de los sueros estudiados), el péptido P172-188 (46.4%) y P304-319 

(14.3%) que se encuentran también fuera del motivo conservado para la subfamilia. El análisis de 

reactividad contra los distintos péptidos revela, entonces, que cada individuo monta una 

respuesta humoral diferente contra el antígeno TcTASV-C, lo que podría deberse a múltiples 

factores tanto relacionados con el hospedador (variabilidad genética entre perros) como con el 

parásito (linaje o linajes infectantes, posibles reinfecciones, etc). De hecho, gran parte de los 

perros del GII (10/21) estudiados estaban infectados con el linaje TcVI (determinado por Southern 

Blot, Monje Rumi et al., 2015) siendo 6 de ellos reactivos ante el péptido P189-207 y/o P172-188. 

Dos perros con infección mixta TcV/TcVI, también fueron reactivos exclusivamente ante estos dos 

péptidos.  

Por último, en este capítulo experimental se profundizó en la hipótesis de que TcTASV-C es 

un antígeno marcador de infección activa en perros. Por ello, evaluamos si TcTASV-C podría ser 
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detectada en el suero de perros infectados a modo de un biomarcador de la infección. Se logró 

estandarizar un protocolo de Western-Blot para la detección de una banda de peso molecular 

correspondiente la proteína de interés, y demostramos que la banda detectada no correspondía 

proteínas típicas del suero. Además, confirmamos estos resultados realizando un ensayo 

preliminar de inmunocaptura del antígeno a partir de sueros de perros infectados. De los 

resultados obtenidos, se considera relevante continuar y profundizar con el estudio de la técnica 

de Western-Blot para la detección de TcTASV-C en suero, que podría derivar luego en la 

transferencia y potencial detección de la infección mediante un formato de tira reactiva 

inmunocromatográfica en una plataforma POC aplicable en zonas endémicas. La confirmación de 

los resultados obtenidos, podrían significar la estandarización de una técnica que podría ser más 

sensible que el xenodiagnóstico, hemocultivo o PCR, para la detección directa del parásito en 

sangre. 
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Discusión General y Conclusiones  

 

 

La enfermedad de Chagas es considerada como una de las enfermedades tropicales 

desatendidas con mayor carga en América Latina (Schmunis & Yadon, 2010; WHO/TDR Disease 

Reference Group on Chagas Disease, 2012). Esta afección silenciosa se manifiesta pasados largos 

años desde la primoinfección, lo que, sumado su íntima relación con la pobreza conlleva a una 

subestimación de las tasas de personas infectadas. La enfermedad de Chagas debe considerarse 

hoy en día como un problema de salud a nivel global debido a los fenómenos migratorios de 

infectados desde regiones endémicas hacia países no endémicos (Schmunis & Yadon, 2010; 

WHO/TDR Disease Reference Group on Chagas Disease, 2012). No existen aún vacunas para 

prevenir la infección y los fármacos que se utilizan para tratar la enfermedad tienen una 

efectividad reducida en la fase crónica de la misma. El diagnóstico apropiado es fundamental no 

sólo para el correcto y temprano tratamiento en aquellos pacientes en etapa aguda o crónica 

indeterminada temprana, sino también para el manejo clínico de la sintomatología en pacientes 

crónicos cardíacos o con síntomas digestivos. Además, el desconocimiento de la infección entre los 

individuos de una población y la falta de tamizaje apropiado por parte de los sistemas de salud 

conllevan a graves consecuencias a nivel epidemiológico, tanto en áreas endémicas como no 

endémicas, incrementando los riesgos de morbilidad en los infectados y de transmisión tanto 

vectorial, como transfusional, congénita o por trasplante de órganos. 

Recientemente, el conocimiento actual del diagnóstico de la infección chagásica ha sido 

revisado, haciendo hincapié en las limitaciones de las pruebas serológicas convencionales, la 

necesidad de pruebas que puedan ser aplicadas en áreas endémicas o remotas y la expectativa 

ante el descubrimiento de nuevos biomarcadores mediante tecnologías “ómicas” (Balouz et al., 

2017). Si bien las técnicas convencionales de diagnóstico son precisas en la detección de la 

mayoría de los casos de infección por T. cruzi, siguen existiendo situaciones 

clínicas/epidemiológicas en las que su desempeño y aplicabilidad se ven disminuídos por 

problemas metodológicos o biológicos. Se pueden mencionar: dificultades para el diagnóstico 

temprano de casos congénitos, limitaciones para la evaluación de la eficacia terapéutica, falta de 



 Discusión General y Conclusiones 

89 
 

marcadores que permitan la predicción del progreso de la enfermedad o la tipificación de los 

linajes infectantes (Balouz et al., 2017). En áreas endémicas, a estos inconvenientes se suma el 

limitado acceso de los pacientes infectados a laboratorios especializados/centros de salud para el 

diagnóstico y eventual tratamiento. En este sentido continúa siendo de fundamental interés el 

desarrollo de técnicas de diagnóstico POC (“Point of Care”), es decir, plataformas para la detección 

de la infección que sean sensibles y específicas, a la vez que, sencillas, económicas y rápidas para 

ser aplicadas por personal de salud no especializado y sin necesidad de equipos sofisticados. En el 

reporte técnico “Prioridades de Investigación para la Enfermedad de Chagas, la Tripanosomiasis 

Humana Africana y la Leishmaniasis” de expertos de la Organización Mundial de la Salud publicado 

en 2012, se detalla una lista de vacíos de conocimiento y prioridades de investigación para el 

diagnóstico de la enfermedad de Chagas, que se resumen en la siguiente Tabla: 

 

En los últimos años se han desarrollado inmunoensayos en plataformas de “nueva 

generación” con elevada eficacia diagnóstica, como ser: el Multi-cruzi (Granjon et al., 2016), el 

Tabla IV.1. Vacíos de conocimiento y prioridades de investigación en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas 
planteados por la Organización Mundial de la Salud  (2012). 

Vacío de 
conocimiento 

Prioridad de 
investigación 

Métodos de 
investigación 

Resultados 
esperados 

Justificación 

Necesidad de una 
prueba diagnóstica 
POC rápida. 

Desarrollo de 
pruebas POC para 
detección rápida de 
los casos. 

Descubrimiento del 
biomarcador, 
validación clínica e 
incorporación en 
una plataforma POC. 

Una prueba POC 
altamente sensible y 
específica para usar 
en centros de salud 
y en el campo. 

Las pruebas rápidas 
cromatografías para 
tamizaje de 
anticuerpos anti-T. 
cruzi muestran 
resultados variables 
en países 
Latinoamericanos  

Falta de una prueba 
apropiada para 
evaluar cura. 

Desarrollo de una 
prueba POC para 
establecer cura. 

Descubrimiento del 
biomarcador, 
validación clínica e 
incorporación en 
una plataforma POC. 

Una prueba POC que 
pueda ser utilizada 
para determinar la 
cura de pacientes 
tratados. 

Actualmente no hay 
prueba que pueda 
ser utilizada como 
un marcador 
confiable de cura. 

Falta de una prueba 
para evaluar 
resistencia a drogas 
tripanomicidas. 

Desarrollo de una 
prueba para 
vigilancia de 
resistencia. 

Desarrollo de 
marcadores 
moleculares para 
resistencia a drogas 
para evaluar la 
efectividad de las 
mismas in-vitro. 

Un sistema de 
pruebas que pueda 
ser utilizado en 
laboratorios de 
referencia en países 
endémicos. 

Falta de una prueba 
para monitorear la 
susceptibilidad a 
drogas de las cepas 
de T. cruzi en 
laboratorios de 
salud pública. 

Falta de una 
herramienta de 
diagnóstico 
adecuada para los 
bebés nacidos de 
madres infectadas. 

Desarrollo de 
pruebas de análisis 
de diagnóstico 
inmediatas POC para 
neonatos. 

Descubrimiento del 
biomarcador, 
validación clínica e 
incorporación en 
una plataforma POC. 

Una prueba POC que 
puede ser utilizada 
para el diagnóstico 
de Chagas en recién 
nacidos en servicios 
de salud. 

Las pruebas actuales 
de detección del 
parásito son difíciles 
de realizar 
rutinariamente a 
gran escala. 
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Architect Chagas (Iborra-Bendicho et al., 2012), o un ensayo multiplex en formato Luminex (Cooley 

et al., 2008), que incluyen múltiples antígenos recombinantes, cierto grado de automatización y/o 

reactivos muy sensibles. Por otro lado, la tecnología de la qPCR con una especificidad del 100%, 

alto grado de reproducibilidad sumado al componente cuantitativo se convirtió en la técnica de 

biología molecular preferida para el diagnóstico de la infección chagásica en casos agudos y en 

pacientes en tratamiento (Duffy et al., 2009, 2013; Alonso-Padilla et al., 2017). Sin embargo, la 

complejidad de estas técnicas, la necesidad de personal altamente capacitado, y el costo que 

aquejan, hacen imposible su aplicación en zonas remotas. Recientemente se han desarrollado 

técnicas de diagnóstico serológico (tipo inmuno-cromatográficas) sencillas, rápidas o semi-rápidas 

(resultados en 1 hora o 2 o 3 horas, respectivamente) pero su reproducibilidad en áreas de 

recursos limitados requiere de mayor evaluación (Sánchez-Camargo et al., 2014). En el área de la 

biología molecular existen también avances prometedores en el desarrollo de pruebas fáciles de 

utilizar como ser la técnica de amplificación del ADN isotérmica LAMP (loop-isothermal 

amplification; Eiken Co., Japan) que requieren de mayores estudios en su aplicación a la detección 

de T. cruzi (Alonso-Padilla et al., 2017; Besuschio et al., 2017). Por lo tanto, a pesar de los 

esfuerzos aún no se ha establecido un nuevo gold standard para el diagnóstico de la infección 

chagásica y, consecuentemente, la resolución del diagnóstico mediante la aplicación de dos 

técnicas serológicas convencionales y cuando fuera necesario una tercera prueba confirmatoria, 

sigue vigente (World Health Organization, 2007). En el marco de la necesidad del desarrollo de 

pruebas diagnósticas para contribuir a resolver las limitaciones de las pruebas convencionales y el 

descubrimiento reciente de la Familia multigénica TcTASV de T. cruzi, se planteó la evaluación de 

las mismas como herramientas para el diagnóstico de la infección en humanos y en reservorios 

domésticos de modo de evaluar su potencialidad para estudios epidemiológicos. 

La familia TcTASV pasó desapercibida durante años hasta su descubrimiento reciente: 

muchos de sus miembros no estaban anotados, otros lo estaban como otras proteínas (como ser 

mucinas) y otras, como proteínas hipotéticas (García et al., 2010). Desde entonces nuestro grupo 

de trabajo se ha centrado en profundizar el estudio de estas proteínas principalmente en lo 

relativo a su funcionalidad y su potencial utilidad como agentes vacunales y, también, como 

herramientas diagnósticas. Hemos recabado evidencia sobre los patrones de expresión de las tres 

subfamilias, pero el acento se ha centrado principalmente en TcTASV-C, que fue identificada 

inicialmente en un pool de antígenos protectivos vacunales (Tekiel et al., 2009). Demostramos que 

TcTASV-C se expresa diferencialmente en tripomastigotes de T. cruzi, de manera superficial y a 
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modo de parches sobre la membrana (Bernabó et al., 2013). Por otro lado, si bien TcTASV-C se 

expresa minoritariamente en la superficie del parásito (Bernabó et al., 2013), comprobamos que 

se secreta al medio extracelular contenida en vesículas siendo un componente mayoritario de las 

mismas (Caeiro et al., 2015). La expresión de diferentes genes TcTASV-C ocurriría 

simultáneamente en el estadio tripomastigote siendo distintos los productos que son secretados, 

de aquellos que están asociados a membrana (Caeiro et al., 2017, manuscrito en preparación). En 

línea con estos resultados, recientemente una serie de trabajos reportaron la presencia de 

péptidos de TcTASV-C en el secretoma de tripomastigotes de T. cruzi (Queiroz et al., 2016; 

Bautista-López et al., 2017; Brossas et al., 2017). Otro estudio reciente confirmó mediante un 

análisis de transcriptómica que la familia TcTASV está sobre-representada en tripomastigotes 

versus los demás estadios, siendo algunos de los genes de esta familia los más abundantes entre 

los ARNm de los tripomastigotes (Li et al., 2016). Por otro lado, la expresión de TcTASV-C parecería 

ser activada por algún factor presente en el hospedador ya que su presencia en tripomastigotes 

sanguíneos es 100 veces mayor que en tripomastigotes derivados del cultivo de células (Tekiel 

et al., 2014). Sumado a esto, se identificaron 10 genes TcTASVs entre otras proteínas que se 

expresan únicamente en tripomastigotes purificados de sangre en comparación con los 

metacíclicos y los obtenidos de cultivo (Brunoro et al., 2015). Si bien aún desconocemos la función 

de los antígenos TcTASV, la información recabada hasta el momento nos permite hacer 

interesantes asociaciones con los resultados del presente trabajo. 

El primer paso para el desarrollo experimental de esta tesis consistió en la obtención de 

los antígenos TcTASV. Con algunas dificultades, logramos la expresión y pudimos purificar en 

estado soluble un miembro representativo de cada subfamilia. A continuación, procedimos a la 

evaluación del desempeño de ensayos de ELISA para la detección de anticuerpos anti-TcTASV-A, -B 

y -C en humanos y perros infectados. Ciertas diferencias en la reactividad ante los distintos 

antígenos fueron evidentes entre los distintos hospedadores analizados. En humanos infectados el 

ELISA-TcTASV-A obtuvo mejor desempeño diagnóstico, con una sensibilidad del 66% y un AUC ROC 

de 0.89, que en perros infectados, para quienes se determinó una sensibilidad del 57% y un AUC 

ROC de 0.8. Por su parte el ELISA-TcTASV-C logró una sensibilidad del 39% y un AUC ROC de 0.83 

en humanos; y en perros una sensibilidad del 53% y un AUC ROC de 0.76. La mayor reactividad 

alcanzada por TcTASV-A, en sueros de pacientes humanos que en perros probablemente esté 

relacionada a los patrones de expresión de estas subfamilias proteicas considerando que este 

antígeno se expresa en amastigotes, que son el principal estadio de T. cruzi en el hospedador 
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durante la etapa crónica de la infección. Mientras que en perros, es más frecuente ver niveles más 

elevados de parasitemia (Lauricella et al., 1986), siendo además más susceptibles a la reinfección 

por cuestiones eco-epidemiológicas y otros fenómenos biológicos inherentes a la especie (Gürtler 

et al., 1990, 2009; Castañera et al., 1998; Gurtler et al., 2007; Cardinal et al., 2014), lo que hacen 

esperable su reactividad diferencial ante proteínas propias del estadío tripomastigote, como lo es 

TcTASV-C.  

Para el caso de perros se analizaron las diferencias de reactividad entre aquellos con 

evidencia de infección activa (xenodiagnóstico y/o PCR positivos, GII) y aquellos sin evidencia de 

infección activa (xenodiagnóstico y/o PCR negativos o no determinados, GI). Al desglosar la 

sensibilidad de acuerdo a estos grupos de perros infectados se observaron diferencias de 

reactividad interesantes, sobre todo para el caso del ELISA-TcTASV-C. El porcentaje de sueros de 

perros que reaccionaron contra TcTASV-C fue del 27% para el GI y del 76% para el GII, con un 

grado de exactitud de discriminación entre infectados de no infectados bajo (AUC ROC 0.59) y alto 

(AUC ROC 0.91), respectivamente. Mientras que en el caso de TcTASV-A no se observaron 

diferencias de reactividad tan acentuadas en los perros con infección activa con respecto a los 

perros del GI: 52% y 62%, respectivamente. A partir de estos resultados sostendríamos, y 

consecuentemente discutimos en este trabajo, que en los perros con infección activa (parasitemia 

detectable) que presentan una respuesta humoral ante los antígenos TcTASV, la respuesta de 

anticuerpos está dirigida mayormente contra TcTASV-C (Floridia-Yapur et al., 2016), que se 

expresa en la superficie de tripomastigotes y se libera al medio (Bernabó et al., 2013). 

Como hemos detallado anteriormente, en general, la sensibilidad de los antígenos 

utilizados de forma individual fue de baja a moderada. El bajo porcentaje de muestras de ambos 

hospedadores infectados en las que se detectaron anticuerpos anti-TcTASV-C (39% humanos; 53% 

perros) podría estar relacionado ya sea con los patrones de expresión de esta subfamilia o con su 

secreción en vesículas o con particularidades de cada especie de mamíferos. Diferentes genes 

TcTASV-C se expresarían simultáneamente en el estadio tripomastigote siendo la mayoría de estos 

productos secretados, mientras que otros pocos permanecerían anclados a membrana, como 

mencionamos más arriba (Caeiro et al., 2017, manuscrito en preparación). Podría ocurrir que los 

distintos hospedadores infectados desarrollen respuestas humorales ante distintas moléculas 

TcTASV-C, y, por lo tanto ante epítopes no representados en el miembro de la subfamilia clonado 

en este trabajo y utilizado para sensibilizar las placas de ELISA. En línea con esto, los resultados del 
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análisis de mapeo de epítopes de TcTASV-C en sueros de perros infectados, positivos ante este 

antígeno, demostraron que cada individuo reacciona ante distintos epítopes; incluso algunos de 

estos no reaccionaron ante ninguno de los péptidos incluidos. Estos resultados nos permiten 

demostrar, que deben existir otros epítopes del antígeno no estudiados en este trabajo. Por otro 

lado, la baja respuesta humoral podría deberse, también, a que la liberación de la mayor parte de 

las TcTASV-Cs expresadas contenidas en microvesículas sería una estrategia para evadir el sistema 

inmune (Caeiro et al., 2017, manuscrito en preparación). Esta particularidad biológica ha sido 

demostrada para otras proteínas como ser la trans-sialidasa (Trocoli Torrecilhas et al., 2009). 

Por otro lado, cabe destacar que los ensayos de ELISA con TcTASV-A y TcTASV-C 

demostraron una elevada especificidad al ser evaluados frente a sueros de individuos sanos o 

infectados con otras patologías (Leishmaniasis y/o estrongiloidiosis), tanto en humanos como en 

reservorios caninos. Esto es de fundamental importancia en áreas donde la infección por T. cruzi 

co-existe con otras patologías infecciosas tal como es el caso del norte de nuestro país. En este 

sentido los antígenos recombinantes demuestran superioridad en relación a los extractos crudos 

del parásito utilizados en serología convencional que ocasionan cruza antigénica con Leishmania 

spp. (Umezawa et al., 2009). Por su parte, el ELISA con el antígeno TcTASV-B tuvo bajo desempeño 

(baja sensibilidad y especificidad) tanto en humanos como perros con una exactitud para 

discriminar entre infectados y no infectados similar al azar. 

Dado que TcTASV-A y TcTASV-C fueron los antígenos que mejor desempeño diagnóstico 

demostraron, decidimos evaluar un ensayo de ELISA con una mezcla antigénica de los mismos. 

Tanto en humanos como en perros, el ELISA-Mix A+C resultó en una sensibilidad y exactitud 

diagnóstica superior a la obtenida mediante el uso de los antígenos individuales. La sensibilidad 

fue del 78% y del 70%, en humanos y perros infectados, respectivamente. La exactitud para 

discriminar entre sanos e infectados elevada (AUC ROC 0.94) en humanos y moderada (AUC ROC 

0.89) en caninos. Cabe destacar que para el caso de perros con infección activa, el ELISA Mix-A+C 

detectó casi la totalidad de las muestras (95%), motivo por el cual planteamos anteriormente su 

utilidad para la detección de reservorios con infección activa. Como resaltamos, además de su 

sensibilidad, especificidad y exactitud, la técnica de ELISA empleando estos antígenos resultaría en 

una alternativa más sencilla y económica, para aplicar en centros no especializados en regiones 

endémicas, en comparación a la PCR o el xenodiagnóstico. 
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Si bien para el caso de ambos hospedadores la sensibilidad del ELISA Mix A+C tiene una 

sensibilidad moderada, existen  puntos interesantes a destacar. Por un lado, los antígenos TcTASV-

A y TcTASV-C tendrían una potencial utilidad para el monitoreo de pacientes tratados con 

benznidazol. La disminución de anticuerpos contra la mezcla antigénica fue evaluada en niños 

tratados de Chaco, observándose un mayor porcentaje de seronegativización e impacto del 

tratamiento (disminución de niveles de anticuerpos >= 30%; Santamaría, et al., 2013; Viotti et al., 

2011) en el periodo evaluado entre los dos a 5 años de seguimiento mediante esta técnica de 

ELISA-in house, versus los kits comerciales de serología convencional. Los antígenos TcTASV 

además de ser proteínas no repetitivas, son componentes minoritarios del parásito en relación a 

otras familias multigénicas de superficie que estimulan una respuesta humoral excesiva de 

anticuerpos no neutralizantes. Por este motivo, planteamos y sostenemos que los antígenos 

TcTASV no producirían una activación policlonal de linfocitos B exacerbada con la consecuente 

hipergammaglobulinemia. La disminución de anticuerpos anti-TcTASV post-tratamiento podría 

estar relacionada con la eliminación real del parásito y ser un indicador a corto plazo de cura. Por 

otro lado, un elevado porcentaje de niños infectados (90% y 100%, niños tratados de Chaco y 

congénitos de Jujuy, respectivamente) fueron reactivos el ELISA-Mix A+C. El mejor desempeño de 

esta prueba versus la sensibilidad estimada, probablemente esté relacionado con que estos 

pacientes cursan una fase crónica temprana de la infección, de manera similar a lo que ocurre en 

reservorios caninos infectados. 

En trabajos anteriores se ha demostrado que el uso de péptidos sintéticos que incluyen las 

regiones antigénicas de las proteínas, e incluso moléculas quiméricas, resultaron en un mejor 

desempeño para la detección de la infección chagásica mediante inmunoensayos, en comparación 

con las moléculas completas (Aguirre et al., 2006; Camussone et al., 2009). El mapeo de epitopes B 

lineales de TcTASV-C en humanos fue desarrollado en el marco de una tesina de grado de nuestro 

grupo de trabajo (Rodríguez, 2017). Los epítopes lineales de TcTASV-C reconocidos por sueros de 

humanos fueron diferentes de los reconocidos por perros. A su vez en ambos casos, se observaron 

péptidos que concentran la mayor parte de la reactividad, aunque no explican el total de la misma, 

por lo que habrían otros epítopes contra TcTASV-C que no hemos estudiado. El análisis similar de 

TcTASV-A  es un tema pendiente. La identificación de los epítopes reactivos de ambas proteínas (y 

de TcTASV-W, inclusive) permitiría combinar en un único ensayo o en una única molécula 

quimérica los epítopes contra TcTASV, mejorando el desempeño del ELISA para la detección de 

anticuerpos anti-TcTASV. 
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Por otro lado, dada la evidencia de que TcTASV-C se libera al medio en vesículas y la 

observada reactividad diferencial de este antígeno en perros infectados con infección activa 

propusimos la evaluación de este antígeno como un biomarcador serológico de la presencia de los 

tripomastigotes en sangre. Por lo cual, en este trabajo estandarizamos la técnica de Western Blot 

para la detección del antígeno TcTASV-C en suero de perros infectados. No sólo logramos detectar 

específicamente este antígeno en el suero de perros infectados, sino que también logramos 

capturar mediante una columna de afinidad este antígeno a partir de un pool de sueros de estos 

perros. Si bien estos resultados son preliminares, este trabajo representa un puntapié inicial para 

la profundización en el estudio de TcTASV-C como marcador directo de la presencia del parásito o 

de las vesículas que este libera. El Western-Blot es una técnica compleja que no podría aplicarse 

en centros no especializados. Sin embargo, con la profundización de los resultados encontrados 

aquí se podría aspirar a la optimización de una prueba inmunocromatográfica rápida para 

detección TcTASV-C en sueros de perros o humanos ideal para su aplicación en áreas remotas, de 

modo similar a las que pruebas ya se encuentran en el mercado para el diagnóstico de diferentes 

infecciones virales, como ser HIV y hepatitis (Keating et al., 2016; Kosack & Nick, 2016). 

De lo discutido en los párrafos anteriores podemos resaltar una serie de conclusiones 

relevantes: 

-El ELISA utilizando los antígenos TcTASV-A y TcTASV-C de forma individual, obtuvo una 

sensibilidad de baja a moderada con una máxima especificidad, en ambos reservorios estudiados. 

TcTASV-B, por su parte, no es aplicable en técnicas de inmunodiagnóstico de la infección, debido a 

su bajo desempeño. 

-La técnica de inmunodiagnóstico estandarizada con la mezcla antigénica TcTASV-A + 

TcTASV-C para la detección de T. cruzi tanto en humanos como perros, no alcanzó la sensibilidad 

del ELISA convencional con extracto crudo del parásito. Sin embargo, la combinación antigénica 

TcTASV-A + TcTASV-C podría ser útil para determinados propósitos: 

-Por un lado, el uso del ELISA-Mix A+C en estudios de screening podría ayudar a 

detectar hospedadores caninos con infección activa. Por lo tanto, permitiría detectar 

aquellos perros con alto impacto en el riesgo de transmisión a humanos, siendo una 

técnica específica, simple y económica para ser aplicada en áreas endémicas, donde la 

presencia de estos reservorios y las condiciones socio-culturales lo justifican. 

-Por otro lado, la detección de anticuerpos anti-TcTASV-A+C mediante esta técnica 

podría ser una herramienta útil para la determinación temprana de efectividad del 
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tratamiento tripanomicida, teniendo en cuenta como panorama actual la inexistencia de 

un biomarcador apropiado para la determinación de cura. 

- A través de este estudio también pudimos obtener evidencia sobre la expresión de estas 

proteínas recientemente descubiertas durante el curso natural de la infección por T. cruzi en los 

distintos hospedadores del ciclo doméstico. Mayores estudios se necesitan para elucidar el rol de 

las proteínas TcTASV en la biología de T. cruzi y su interacción con los hospedadores mamíferos.  
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Perspectivas Futuras 

 

A partir de los resultados obtenidos en esta Tesis, planteamos que sería interesante la 

profundización en las siguientes líneas de investigación: 

-Mapeo fino de epítopes lineares B de la secuencia de TcTASV-A, de modo de identificar 

las regiones reactivas de la secuencia, tanto en humanos como en perros. A partir de la producción 

de estos péptidos de TcTASV-A, podría evaluarse su combinación con péptidos de TcTASV-C e 

inclusive péptidos reactivos de otras antígenos bien caracterizados, de modo de optimizar el 

desempeño diagnóstico en ambos hospedadores. 

-Profundización en el estudio de TcTASV-C como biomarcador de la infección. Por un lado, 

consideramos que los resultados de este trabajo sobre la detección de este antígeno en sueros de 

perros infectados naturalmente deberían ser ampliados evaluándose la posibilidad, a futuro, del 

desarrollo de una prueba inmunocromatográfica rápida para la detección de la infección en 

reservorios de áreas endémicas. Por otro lado, consideramos de especial interés y relevancia 

aplicar el enfoque y estrategia de detección de TcTASV-C en suero mediante Western-Blot, para la 

detección de la infección en pacientes humanos. Más específicamente, TcTASV-C podría resultar 

en un biomarcador temprano para la detección de T. cruzi en pacientes congénitos, a la vez que 

podría ser utilizado para la evaluación de la efectividad del tratamiento etiológico de la infección.  

-Profundización en la evaluación de ELISA-Mix A+C como técnica de seguimiento 

serológico post-tratamiento en un estudio diseñado con controles no tratados. 

-Profundizar en el estudio de la detección de la infección por T. cruzi tanto en humanos 

como perros, evaluando en los ensayos de ELISA combinaciones de los antígenos TcTASV-A y 

TcTASV-C con otros antígenos conocidos que podrían aportar a incrementar la sensibilidad 

diagnóstica. 
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Materiales y Métodos 

 

 Capítulo I 

MyM.I.1.i. Cepas bacterianas y medios de cultivo 

En el proceso de clonado y expresión de las proteínas TcTASV se utilizaron las siguientes cepas 

de Escherichia coli: 

 MAX Efficiency® DH5αF´IQ™ (Thermo Fisher Scientific)]: DH5α™ es la cepa de E. coli más 

frecuentemente utilizada en aplicaciones de clonado con una elevada eficiencia de 

transformación. Estas bacterias contienen una mutante del gen lacZ (lacZ∆M15) que 

codifica para un monómero incompleto de la B-galactosidasa que permite el cribaje y 

selección de clones azules/blancos recombinantes por complementación-α en las 

bacterias que hayan incorporado plásmidos conteniendo el gen complementario lacZ´ para 

la B-galactosidasa funcional. Además, llevan mutaciones recA1 y endA1 que aumentan la 

estabilidad del inserto y mejoran la calidad de los plásmidos obtenidos por minipreps. 

 DH10B: Las bacterias de esta cepa también presentan alta eficiencia de transformación y 

el gen lacZ∆M15 para el cribaje de color azul/blanco de clones recombinantes por 

complementación-α. Además presentan la mutación A1 para aumentar el rendimiento y la 

cantidad de plásmidos obtenidos por minipreparaciones. 

 BL21-CodonPlus® (Stratagene, EEUU): esta cepa está modificada con el fin de contener 

copias extras de genes que codifican para los ARNts que frecuentemente limitan la 

traducción de proteínas heterólogas en E. coli. La disponibilidad de los ARNts permite altos 

niveles de expresión de muchos genes recombinantes heterólogos en células BL21-

CodonPlus que se expresan pobremente en cepas BL21 convencionales (BL21-CodonPlus® 

Competent Cell, Stratagene, Manual de Instrucciones). 

Para crecer las bacterias se utilizó principalmente medio líquido Luria Bertani (LB) y, en 

algunos casos, medio líquido Terrific Broth (TB). Para la selección de colonias de bacterias 

transformadas se utilizaron placas de Petri con LB agar suplementado con antibiótico (ampicilina 

y/o cloranfenicol), IPTG y/o XGAL, dependiendo de la cepa bacteriana a seleccionar. En todos los 
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casos los cultivos se incubaron a 37°C y en el caso de cultivos en medio líquido se incubó con 

agitación a 150 rpm. 

 

MyM.I.1.ii. Plásmidos: 

 A continuación se describen los vectores comerciales utilizados en el proceso de clonado y 

expresión soluble de las TcTASV: 

 pGEM-Teasy (Promega, EEUU): este es un vector linealizado que permite subclonar productos 

de PCR de forma sencilla generando un alto número de copias. Contiene los promotores T7 y 

SP6 y un gen de resistencia a ampicilina. El sitio de inserción contiene dos extremos T libres 

que permiten el clonado de productos de PCR con extremos A. La unión del inserto inactiva la 

expresión de la enzima B-galactosidasa. Esto permite la selección de colonias de blancas   

transformadas con los plásmidos con los insertos de interés que se distinguen, en las placas 

indicadoras, de aquellas colonias azules con plásmido sin inserto en los que la B-galactosidasa 

se expresa en forma activa. Los múltiples sitios de restricción que flanquean el sitio de 

inserción permiten la obtención posterior del inserto mediante digestión (EcoRI, BstZI y NotI) 

con una sola enzima o mediante doble digestión. 

 pGEX (GE Healthcare, EEUU): es un vector de expresión basado en el operón lac. El sitio de 

inserción tiene múltiples sitios de restricción. La expresión de la proteína se produce unida a la 

proteína de fusión glutatión-S-transferasa (GST) que facilita la purificación del producto de 

interés mediante columnas de afinidad a glutatión. Hay múltiples variantes. 

 pG-KJE8 (TAKARA BIO Inc., Japón): este plásmido contiene en su secuencia dos equipos de 

chaperonas: dnaK-dnaJ-grpE y groES-groEL, ligados a los promotores araB y Pzt-1, 

respectivamente. Estos equipos de chaperonas pueden co-expresarse con la proteína de 

interés mediante la inducción del plásmido con L-arabinosa y tetraciclina. La coexpresión de 

estas proteínas facilitaría el correcto plegado de la proteína objetivo. Este vector incluye, 

además, un gen de resistencia a cloranfenicol. 

 pG-Tf2 (TAKARA BIO Inc., Japón): este vector es similar al anterior pero sólo contiene 

información para la expresión de las chaperonas groEL-groES. La transcripción de estas 

proteínas es inducida por la acción de L-arabinosa ligada al promotor araB del plásmido. 

También presenta un gen de resistencia a cloranfenicol que permite la selección de las 

bacterias transformadas. 
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MyM.I.1.iii. Obtención y Clonado del ADN codificante de TcTASV-A y TcTASV-B.  

 Secuencias: 

A continuación se muestran en verde y subrayado las secuencias de aminoácidos clonadas 

para cada proteína. Se muestra también la secuencia de la proteína de la subfamilia TcTASV-C que 

fue clonada anteriormente en nuestro laboratorio y que fue producida a partir de esos clones en 

este trabajo. 

TcTASV-A (Número de acceso GenBank: CBI68031.1, subclonados para expresión aa 37 al 

173, 138 aminoácidos) 

MLMVTVRRCVACDLLVLALLCCCCLSVCRATASEVNSTIAPAKPLADVVVFCPGTDGKLRWRLPGEKDWRKC

ARRPEEAPEVNGYCARLCNFAGDIYKEPEITRLCNSASNKNFVAFHMSFEKHEDLKTCSLVEAPEDSSQSSSAS

SGDTTTVWVRTPLLPLLLVTALVCAAV 

TcTASV-B (Número de acceso TriTrypDB: TcCLB.511877.10, subclonados para expresión 

aa 35 al 224, 191 aminoácidos) 

MMMMVTVRRRVVCSQLILALLCCCCCLSVCGTAVPAKTLMDVHVSCSRTDGKLIWRLPGETGWRKCANKPA

EGGGGEDECALVCIAAGYVYKDAENNGLCAPGGRPSVVWTSIGIFLSENIKNCSSAAAPTAAVVGQAQSGVG

SPPGEAAETPHKKSPEHTDEGGSYPKLSENFAVSLLTSTDTNEHVASAPEASSQTPSSPSGDNAAQETSHNNN

EGNSQADVNGGGTATGMRDPGGADSSDAAILWVRTPLLLLLFTALICAAVR 

TcTASV-C (Número de acceso TriTrypDB: Tcruzi_1863-4-1211-93; subclonados para 

expresión aa 65 al 330, 267 aminoácidos) 

MMMMVTVRRRVVCELLILALLCCCCCLSVCGTDLPAKSLVIVHFSCPGTDGKLSWRLQGEEEWKKCP

KKPEEVDQDSDERARLCVAGGDFYEYGGVKRTRRLFCPPPSDQVEFLFAIKFATYGDLRNSSSAMAINNDREA

TDGAQRLQSQPQTGTAAPAAMAAASTKAVVDQAQSGVGSPSREAAEAPQKKSPDHTAEDGSAPSSSENIA

ASPLTSAEGAVQSRQRDDGSVVDERVQRKGESPGNVQDASPLGGVANEHVASAPEASGRPSSSPSGDGAA

NETSHSSNEGDSRSDASGEGNSTVTGTNPLRPTRDESANESTEDIAALLQNFVVLDGSDVTTVWVRTPLLLLVI

ALVCAAVR 
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 Cebadores: 

TcTASV-A: Los cebadores utilizados para el clonado de TcTASV-A fueron diseñados para 

amplificar la secuencia interna del gen Genbank AM492202, a partir del clon del laboratorio RQ-

ME-EV-3 (TcTASV-A7), y se especifican a continuación: 

Cebador Sentido (Fw_7893-bamHI-2011): GGATCCACCATTGCGCCGGCAAAA 

Cebador Antisentido (7893.low_Hind): AAGCTTGCACAGCAGCACAGACAAG 

Cabe aclarar que el sitio HindIII del cebador antisentido no es el que se utilizó para 

reclonar luego el inserto en pGEX. Se disponía en el laboratorio de este cebador al momento de 

clonar TcTASV-A. Por lo que, para cortar el inserto luego, se utilizó el sitio EcoRI proporcionado por 

el vector de pGEM-Teasy. 

TcTASV-B: Los cebadores que se diseñaron para clonar la secuencia de TcTASV-B desde el 

aminoácido 35 hasta el 223 del clon T2-5 (clon en pGEM-Teasy que corresponde al gen 

Tc00.1047053511877.1) para obtener un producto de PCR de 571 pb, con sitios de restricción para 

BamHI y EcoRI.  

Cebador Sentido (T2_5_intL_Bam): GGATCCCCGGCAAAAACCCTTATG 

Cebador Antisentido (T2_5_intR_Eco): GAATTCGACGTCGGCTTGGCTGTT 

 

La correcta amplificación se chequeó en geles de agarosa (detalles en sección MyM.I.5) y 

los insertos fueron purificados a partir de los mismos utilizando un kit de extracción comercial a 

partir de gel (QIAquick, QIAGEN) (detalles en sección MyM.I.9). 

 

 Amplificación de las secuencias por PCR: 

Las reacciones de PCR para amplificar las secuencias génicas de las TcTASV a clonar se 

realizaron según las condiciones especificadas en las Tablas MyM.1 y MyM.2. Se utilizó la enzima 

ADN polimerasa Pfu (Fermentas), que tiene actividad correctora exonucleasa 3’  5’, y cebadores 

específicos (detallados más abajo) para la de región de interés cada uno con un sitio de restricción 

(EcoRI o BamHI) en su extremo 5’ para la posterior digestión del inserto. 
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 Procedimientos de ADN recombinante 

MyM.I.2. Tailing y Ligación de los productos de PCR en plásmidos pGEM-Teasy  

El vector pGEM-Teasy (Promega, EEUU) se utilizó para clonar los productos de PCR. En sus 

extremos posee T libres que permiten el clonado de productos de PCR que contengan A en sus 

extremos. Como se mencionó, la introducción del inserto de interés inactiva la expresión de la 

enzima lo que permite la diferenciación de colonias transformadas con el plásmido conteniendo el 

inserto (blancas) de las colonias transformadas con plásmidos sin inserto (azules) en placas 

indicadoras de LB agar suplementadas con X-gal, ampicilina e IPTG. 

El agregado de extremos A (A tailing) a los amplicones de los genes TcTASV obtenidos 

previamente, se realizó agregando a los productos de PCR 1U de Taq polimerasa (Invitrogen) e 

incubando durante 10 minutos a 72°C. La ligación de los insertos con pGEM-Teasy (relación molar 

Tabla MyM.1. Protocolo de preparación de Mix para PCR con Pfu 

Reactivo 
Volumen (µl) 

(Vf=50µL) 
Concentración final 

Buffer Pfu 10X 20 mM MgSO4 5 1X 

dNTPs [2mM] 1 0.2Mm 

Cebador Sentido [10µM] 2 0.4µM 

Cebador Antisentido [10µM] 2 0.4µM 

Pfu [2.5 U/µL] 0.625 1.6 U 

H2O 35.4 - 

Templado de ADN 4 - 

Tabla MyM.2. Condiciones de ciclado de PCR con PFu 

Número de ciclos Temperatura (°C) Duración 

1 95°C 3 minutos 

35 

94°C 

56°C 

72°C 

30 segundos 

30 segundos 

80 segundos 

1 72°C 10 minutos 
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de inserto: vector 3:1) mediado por la T4 ADN ligasa, se realizó según las instrucciones 

especificadas en el kit del vector (Technical Manual: pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems, 

Promega Corporation 2010). Las reacciones de ligación se incubaron 1 hora a temperatura 

ambiente. 

 

MyM.I.3. Trasformación de bacterias E. coli competentes por shock térmico 

A continuación, se transformaron bacterias DH5α competentes con las reacciones de 

ligación. Trabajando permanentemente en esterilidad (mechero), se incubaron 50 µL de bacterias 

competentes con 2 µL cada reacción de ligación durante 20 minutos en hielo. Luego se realizó un 

shock térmico a 42°C en baño María durante 45-50 segundos. Inmediatamente, se colocó en hielo 

durante 2 minutos. Se agregaron 950 µL de medio LB y se incubó 1.5 hs a 37°C con agitación (150 

rpm). Se sembraron 100 µL de cada transformación por duplicado en placas de LB agar 

suplementado con el antibiótico de selección correspondiente. Para el caso de las bacterias 

transformadas con pGEM-Teasy las placas se prepararon con ampicilina, IPTG [0,5 mM] y X-Gal [80 

µg/mL]. Las placas fueron incubadas a 37°C overnight. Todas las transformaciones de bacterias 

realizadas en los pasos siguientes se llevaron a cabo utilizando el mismo protocolo de shock 

térmico. 

La correcta transformación de las bacterias fue corroborada mediante PCR colony con (a) 

cebadores que anidan en los sitios promotores T7 y SP6 del plásmido y (b) cebadores específicos 

para amplificar el inserto. Además, se realizó una extracción de plásmidos (mini-preparaciones) a 

partir de cultivos (3mL de LB ampicilina) de las colonias seleccionadas y se llevó a cabo la digestión 

con las enzimas de restricción que flanqueaban el inserto. El tamaño del inserto obtenido tanto 

por PCR como por digestión de los plásmidos fue corroborado mediante geles de agarosa. Por 

último, se realizó secuenciación de las mini-preparaciones para asegurar la correcta inserción y 

secuencia de los genes TcTASV. 

 

MyM.I.4. PCR colony 

 Cada muestra de templado de ADN para la PCR colony se preparó picando con un tip al 

azar una colonia desarrollada sobre las placas de LB agar/antibiótico de selección. Cada muestra se 

depositó en un tubo con 30 µl de agua miliQ. Se hirvieron los tubos con las bacterias en Baño 

María, durante 5 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 2 minutos 
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quedando el ADN en el sobrenadante. La Mix se preparó según se muestra en la Tabla MyM.3 y se 

utilizaron las condiciones de ciclado especificadas en la Tabla MyM.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MyM.I.5. Electroforesis en gel de agarosa  

Para la evaluación de los productos de ADN obtenidos en las reacciones de PCR se 

sembraron las muestras en geles de agarosa. Los geles de agarosa 1 - 1.5% fueron preparados en 

25mL de buffer TBE 1X (90mM Tris, 90mM Ácido bórico, 2.5 mM EDTA, pH 8.3), adicionándose 

1.5µL de bromuro de etidio a una concentración final de 0.5 μg/mL. Las corridas electroforéticas 

se realizaron en el mismo buffer a 100-120V durante 40-50 minutos. Como marcador de peso 

molecular se utilizó una mezcla de fragmentos de ADN de tamaño escalonado (Ladder 100 bp, 

Promega®, EE.UU.). Los fragmentos de ADN resueltos en el gel se visualizaron en un trans-

iluminador de luz UV. 

Tabla MyM.3. Protocolo de preparación de Mix para PCR colony 

Reactivo 
Volumen (µl) 

(Vf=25µL) 
Concentración 

final 

Buffer 10X 2.5 1X 

dNTPs [10mM] 0.5 0.2Mm 

Cebador Sentido [10µM] 1 0.4µM 

Cebador Antisentido [10µM] 1 0.4µM 

MgCl2 [50mM] 0.75 1.5Mm 

Taq 0.25  

H2O 12 - 

Templado de ADN 7 - 

Tabla MyM.4. Condiciones de ciclado de PCR colony 

Número de ciclos Temperatura (°C) Duración 

1 94°C 5 minutos 

35 

94°C 

52°C 

72°C 

30 segundos 

30 segundos 

60 segundos 

1 72°C 10 minutos 
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MyM.I.6. Mini (o midi) preparaciones de ADN plasmídico  

Se desarrollaron las bacterias transformadas con los plásmidos de interés en cultivos de 3 

mL (mini-preparaciones) o 25 mL (midi-preparaciones) de medio LB ampicilina a 37 °C con 

agitación durante toda la noche. Se centrifugaron los cultivos a 6000 rpm durante 1 minuto a 

temperatura ambiente (mini-preparaciones) o 15 minutos a 4°C (midi-preparaciones). Se purificó 

el ADN plasmídico utilizando los reactivos provistos en el QIAGEN Plasmid Mini Kit o QIAGEN 

Plasmid Midi Kit (QUIAGEN Inc.), según las instrucciones del fabricante (QIAGEN® Plasmid 

Purification Handbook, 2012). En el caso de las mini-preparaciones obtenidas a partir de bacterias 

transformadas con pGEM-Teasy ligado con los insertos TcTASV que serían enviadas para su 

chequeo por secuenciación, el protocolo especificado QIAGEN Plasmid Mini Kit se llevó a cabo por 

completo agregando al ADN plasmídico obtenido, luego de la purificación, NaCl 4M y PEG8000 

13% para obtener una preparación más limpia; caso contrario, los plásmidos fueron resuspendidos 

en agua miliQ luego de su precipitación con isopropanol. La concentración de plásmidos obtenida 

se determinó mediante el equipo Picodrop y/o corridas en geles de agarosa 0.8%. 

En algunos casos, a partir de las minipreparaciones se realizaron también chequeos 

mediante PCR con cebadores que flanqueaban el inserto y/o mediante digestiones con enzimas de 

restricción para comprobar que el tamaño del inserto sea adecuado. 

 

MyM.I.7. Secuenciación de mini-preparaciones de plásmidos 

 Las mini-preparaciones de pGEM-Teasy-TcTASV fueron secuenciadas para asegurar que las 

secuencias de los insertos clonados sean correctas antes de continuar con los pasos siguientes de 

subclonado y producción de las proteínas heterólogas. Las muestras para secuenciación se 

prepararon con 400 ng de plásmido y 5 pmoles de cebadores en volumen final de 10 µL. Se utilizó 

el servicio de secuenciación del Instituto de Investigaciones Biotecnológicas (IIB-INTECH) el cual 

cuenta con el secuenciador ABI3130 (Applied Biosystems). Los cebadores empleados fueron: T7 

(TAATACGACTCACTATAGGG) y SP6 (ATTTAGGTGACACTATAG). 
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MyM.I.8. Digestión del ADN plasmídico 

Las digestiones enzimáticas para obtención de los insertos de interés de los plásmidos se 

realizaron con las enzimas BamHI y EcoRI (NEB, Reino Unido). Los plásmidos, junto con las enzimas 

de restricción y buffer correspondiente, se incubaron durante dos horas a 37°C en las 

concentraciones indicadas por el fabricante (Sambrook & Russell, 2001). 

Los productos de la reacción se corrieron en geles de agarosa 1-1,5% con buffer TBE (1X) 

para verificar la correcta digestión del inserto por comparación con marcadores de peso molecular 

adecuados. Luego, se procedió a la purificación de los fragmentos de interés. 

 

MyM.I.9. Purificación de los productos de digestión a partir de geles de agarosa 

Los insertos digeridos fueron purificados a partir de los geles de agarosa utilizando alguno 

de los kits disponibles en el laboratorio, QIAquick gel extraction kit o QIAEX II (QIAGEN, EEUU). 

Para ello, se cortó la porción del gel que contenía la banda de interés y se procedió con la 

purificación según las instrucciones especificadas por el fabricante (QIAquick Spin Handbook o 

QIAEX II Handbook, respectivamente). 

 

MyM.I.10. Ligación de los insertos de interés en plásmidos de expresión pGEX y 

transformación de BL21 codon plus 

Una vez corroborada la correcta ligación de los insertos de interés en pGEM-Teasy y su 

secuencia, se desarrollaron cultivos de mayor volumen a los fines de obtener gran cantidad de 

copias de los insertos para su posterior subclonado en plásmidos de expresión. Se picaron colonias 

y se desarrollaron en 20 mL de LB ampicilina a 37°C y 150 rpm durante toda la noche. Se 

purificaron los plásmidos mediante midi-preparaciones (según sección MyM.I.6). A continuación, 

se realizó una digestión secuencial en Buffer Tango 10X (Thermo Scientific, EEUU) con BamHI 

seguido de EcoRI. Las digestiones con ambas enzimas se incubaron a 37°C durante dos horas. La 

correcta digestión del inserto se chequeó en geles de agarosa. El inserto fue purificado a partir de 

un gel utilizando el kit QIAEX II (QIAGEN). 

La ligación de los insertos en plásmido pGEX-1λT linearizado se llevó a cabo utilizando la 

Ligasa T4 (Thermo Scientific, EEUU). Para ello se realizaron las siguientes reacciones: ligación del 
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inserto de interés en relación molar de inserto-vector 10:1 y en relación molar 3:1; control de 

ligación sin inserto; control de ligación sin inserto y sin ligasa; control positivo y control negativo. 

Las reacciones de ligación se incubaron 1 hora a temperatura ambiente. 

A continuación, se utilizaron las ligaciones para transformar bacterias DH5α competentes 

(según protocolo especificado en sección MyM.I.3). La transformación con plásmidos conteniendo 

el inserto adecuado (tamaño y orientación) se verificó por PCR colony utilizando un cebador que 

anida en el plásmido y uno que anida en el inserto. Se desarrollaron cultivos de las colonias 

positivas en 4 mL de LB ampicilina. A partir de esos cultivos, por un lado, se prepararon gliceroles 

de DH5α transformadas para su conservación a -80°C y, por el otro, se extrajeron los plásmidos 

pGEX-1λT-TcTASV mediante mini-preparaciones. 

Finalmente, se transformaron bacterias (BL21-CodonPlus® o DH10B con plásmidos 

portadores de genes para chaperonas) competentes específicas para la producción de proteínas 

heterólogas con los plásmidos pGEX-1λT-TcTASV-A o pGEX-1λT-TcTASV-B. La transformación se 

llevó a cabo por el protocolo de shock térmico especificado en la sección MyM.I.3. También se 

prepararon gliceroles para la conservación de estas bacterias transformadas a -80°C. 

 

Expresión y purificación de las proteínas TcTASV-A, TcTASV-B y TcTASV-C y GST 

MyM.I.11. Inducción de la expresión de las proteínas heterólogas 

Se desarrollaron cultivos de las bacterias BL21-CodonPlus® o DH10B transformadas con los 

plásmidos pGEX-1λT-TcTASV-A, pGEX-1λT-TcTASV-B, pGEX-3X-TcTASV-C o pGEX-3X-GST overnight 

en medio TB o LB según el caso, suplementados con los antibióticos correspondientes: ampicilina 

y/o cloranfenicol (ver Tabla MyM.5 para un resumen de las condiciones de desarrollo e inducción). 

Se realizó una dilución 1/20 a partir de los cultivos overnight de bacterias. Se incubó a 37°C en 

agitación hasta que la DO a 600 nm fuera ~0.6 (aproximadamente 1.5 h de desarrollo). Se 

conservó una alícuota de 1mL de cultivo sin inducir. A continuación, se indujo el cultivo con 0.1 

mM IPTG durante 3.5 a 4 hs a 37°C con agitación. Se conservó una alícuota de bacterias inducidas 

y el resto del cultivo fue centrifugado durante 10 minutos a 6000 rpm 4°C y se descartó el 

sobrenadante. Previo a la lisis del pellet, las fracciones inducida y no inducida se compararon 

mediante SDS-PAGE, a fines de evidenciar la correcta expresión de la proteína de interés. 
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Posteriormente, se resuspendió el pellet en PBS suplementado con lisozima (1mg/mL), DNAsa 

(10μg/mL), MgCl2 (10mM) e inhibidores de proteasas (Cømplete, Roche) y se incubó 1.5 hs en 

hielo. A los fines de aumentar el pegado del tag de GST a la columna se agregó DTT 1mM al lisado. 

Se realizaron 3 ciclos de sonicación de 30 segundos cada uno, más un ciclo final 1 minuto, en 

potencia 6 modo continuo (Sonifier 450, Brandson). Luego, se centrifugó el lisado a 11000 rpm por 

20 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante se ultracentrifugó a 40000rpm por 40 minutos a 4°C. 

El lisado se pasó por un filtro de 0.2µm para eliminar restos de impurezas y se agregó Triton X100 

para una concentración final 1%. 

 

Pruebas de solubilidad 

Esta prueba se realizó a partir de la inducción de pequeños volúmenes (~3mL) de cultivo 

de bacterias transformadas con el plásmido pGEX-1λT conteniendo los insertos de TcTASV-A y 

TcTASV-B. La prueba consistió en comparar, mediante SDS-PAGE, las fracciones pellet y 

sobrenadante resultantes de la lisis de las bacterias inducidas a fines de determinar la solubilidad 

de la proteína sobre expresada. Si la banda correspondiente al antígeno se evidenció mayormente 

en el sobrenadante, se procedió a la inducción de grandes volúmenes de cultivo (500 mL) para la 

posterior purificación de las proteínas recombinantes. 

Para TcTASV-CGST (y GST) no fue necesaria la realización de esta prueba ya que el protocolo 

para la obtención de la proteína soluble ya había sido estandarizado previamente en el 

laboratorio. 

 

Estrategia alternativa para expresión soluble de proteínas 

Particularmente, en el caso de TcTASV-AGST la proteína precipitó en cuerpos de inclusión 

que se depositaron en el pellet tras la inducción de las bacterias transformadas con pGEX-1λt-

TcTASV-A (ver resultados en sección I.2). Para superar esta dificultad, se evaluaron en primer 

lugar, y sin resultados positivos (sección I.2), diferentes combinaciones de tiempo-temperatura de 

inducción: 18°C overnight, 28°C durante 8hs y 37°C durante 4hs. Por otra parte, se evaluó la 

posibilidad de expresar TcTASV-AGST soluble mediante una estrategia que aprovecha las cualidades 

de las chaperonas moleculares y chaperoninas. Las chaperonas moleculares son proteínas que se 
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unen a las proteínas desplegadas o parcialmente plegadas, a medida que éstas son sintetizadas en 

los ribosomas, y las estabilizan evitando así que estas se agrupen y sean degradadas (Lodish et al., 

2005). Por otro lado, las chaperoninas forman grandes ensamblajes moleculares a modo de barril 

en el cual se insertan las proteínas recientemente sintetizadas parcialmente plegadas o mal 

plegadas y, tras plegarse en su conformación nativa, son liberadas al medio nuevamente (Lodish 

et al., 2005). Se utilizaron dos cepas de bacterias competentes DH10B transformadas con los 

plásmidos pG-KJE8 y pG-Tf2 cedidas gentilmente por los Dres. J.J. Cazzulo y V. E. Alvarez, del 

Instituto de Investigaciones Biotecnológicas-(IIB-INTECH)-UNSaM-CONICET. El plásmido pG-KJE8 

porta los insertos para la expresión de las chaperonas dnaK-dnaJ-grpE y chaperoninas groES-groEL 

bacterianas; mientras que pG-Tf2, porta los insertos para las chaperoninas groES-groEL-tig. Las 

cepas de bacterias competentes mencionadas se transformaron entonces con el plásmido pGEX-

1ʎT-TcTASV-A y se desarrollaron. La inducción de las chaperonas se realizó con tetraciclina y/o L-

arabinosa previo a la inducción de la proteína de interés con IPTG. A continuación, se llevó a cabo 

lisis de las bacterias y prueba de solubilidad según lo especificado anteriormente. 

 

MyM.I.12. Purificación de las proteínas recombinantes 

Para la purificación de las proteínas TcTASV y GST, el lisado con Triton 1% se pasó por 

columnas de glutatión-sefarosa (GE Healthcare) a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron 

con PBS-Tritón 1% y la elución de las proteínas se realizó con L-glutatión reducido 5 mM en buffer 

Tris 50 mM (pH=8). Se recolectó el eluído de la columna en fracciones de 1mL. 

 

MyM.I.13. Análisis de proteínas 

MyM.I.13.i. Electroforesis en geles SDS-PAGE 

La electroforesis se llevó a cabo mediante geles de poliacrilamida SDS-PAGE 

desnaturalizantes 7-12%. Una vez polimerizados se los llevó a una cuba electroforética con buffer 

de corrida 1X (25mM Tris, 0,1% SDS, 250mM glicina) y se sembraron las muestras previamente 

tratadas con buffer de crackeo (SDS 4%, 0.1 M Tris-HCl pH 6.8, 20% glicerol, 200 mM DTT, 0.01 % 

azul bromofenol). La corrida se realizó a 170 V a temperatura ambiente en cubas de corrida 

vertical Mini Protean (BioRad). Los geles se tiñieron con azul de brillante de Coomassie R-250 al 
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0.25%, y luego fueron desteñidos con agua destilada para su posterior análisis y fotografiado. 

Alternativamente, los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa y procesados por 

Western-Blot. 

 

MyM.I.13.ii. Western-Blot 

Luego de la corrida electroforética, los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

(Amersham™ Hybond™- ECL, GE Healthcare) durante 1 hora en frío a 100V (cuba MiniProtean II, 

BioRad) utilizando buffer de transferencia (Tris HCl 0.025M (Sigma), 14,4 g Glicina (BioRad), 200 

mL de Metanol (Sintorgan) y 800 mL de agua desionizada, pH 8,5). La correcta transferencia se 

verificó por medio de la tinción reversible de la membrana con una solución de Rojo Ponceau (5% 

p/v) en ácido acético 1% (v/v). Se bloqueó la membrana con PBS-Leche 3% durante 1 hora y luego 

se lavó con buffer de lavado (PBS-Tween 0,05%). Se incubó de 1 a 2 horas con el anticuerpo 

primario diluído en PBS-Tween 0.05%-Leche 1% en la concentración correspondiente. Se repitió el 

lavado, y se agregó anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa 

(Thermo Scientific) durante 1 hora. Luego de lavar, se agregó el reactivo quimioluminiscente 

(SuperSignal West Pico, Thermo Scientific; SuperSignal West Femto, Thermo Scientific), y las 

señales en las membranas fueron reveladas por exposición de placas radiográficas (AFGA) en 

cuarto oscuro. 

 

MyM.I.13.iii. Cuantificación de proteínas 

La cuantificación de las proteínas se realizó mediante el Método de Bradford (Bradford, 

1976). Para ello se realizó una curva de calibración con una solución estándar de albúmina de 

suero bovino 0.5 mg/mL (0 µg; 2.5 µg; 5 µg; 7.5 µg; 10 µg). A cada tubo se le agregó 200µL de 

reactivo de Bradford (BioRad). Se cuantificaron los eluídos de los antígenos TcTASV, agregándole 

200 µL de reactivo de Bradford a 10 µL de cada eluído. Luego, de 5 minutos de reacción se midió la 

absorbancia a 595 nm en cada pocillo mediante un lector de placas. Las determinaciones se 

realizaron por duplicado. Además, cada eluído fue cuantificado mediante Picodrop para el 

chequeo de las estimaciones. 
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En la Tabla MyM.5, a continuación, se resumen las condiciones de expresión para las 

proteínas de cada subfamilia TcTASV y para GST: 

 

 

 

Tabla MyM.5. Resumen de condiciones de desarrollo e inducción para expresión de los antígenos TcTASV 

Producto de 
expresión 

Cepa 
bacteriana 

Plásmido Inserto 
Medio de 
desarrollo 

Antibiótico de 
selección 

Inductor 
Peso Molecular 
del producto de 

expresión 

TcTASV-AGST DH10B 
pGTf2 

Chaperonas GroEL-
GroES-tig Terrific Broth 

(SIGMA) 
Cm 20µg/mL 

Amp 50µg/mL 

Tetraciclina - 

pGEX-1λT TcTASV-A08 (136aa) IPTG 0.1mM 37KDa 

TcTASV-BGST 
BL21-codon 

plus 
pGEX-1λT TcTASV-B (189aa) 

Terrific Broth 
(SIGMA) 

Cm 35µg/mL y 
Amp 50µg/mL 

IPTG 0.1mM 56KDa 

TcTASV-CGST BL21 pGEX-3X TcTASV-C (265aa) LB (SIGMA) Amp 50µg/mL IPTG 0.1mM 65KDa 

GST BL21 pGEX-3X GST LB (SIGMA) Amp 50µg/mL IPTG 0.1mM 29KDa 

Cm: cloranfenicol 
Amp: ampicilina 
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 Capítulo II 

MyM.II.1. Muestras de sueros 

 

El presente trabajo cuenta con la aprobación del Comité de Bioética del Colegio de 

Médicos de la Provincia de Salta (ver anexo). Cabe mencionar, además, que las muestras de 

pacientes chagásicos de la Provincia de Chaco (cedidas por el Dr. Patricio Diosque) y las muestras 

de pacientes con leishmaniosis y estrongiloidiosis de la seroteca del Instituto de Investigaciones en 

Enfermedades Tropicales (IIET, Orán, UNSa) utilizadas en este trabajo, fueron colectadas en el 

marco de estudios debidamente aprobados por el Comité de Bioética del Colegio de Médicos de la 

Provincia de Salta o por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de la Salud de la 

Universidad Nacional de Salta. En todos los casos, los beneficios y los peligros para la salud fueron 

informados a los pacientes adultos o los padres o tutores, en el caso de tratarse de menores de 

edad; luego firmaron el formulario de consentimiento informado.  

 

 MyM.II.1.i. Sueros para determinación de parámetros de eficacia diagnóstica: 

Para determinar la eficacia diagnóstica de cada uno de los antígenos, o mezcla antigénica, 

se utilizó el panel de sueros especificado en la Figura II.1. El panel utilizado se compuso de 312 

sueros, de los cuales: 172 correspondían a muestras de pacientes con infección por T. cruzi 

positiva (HTc+) provenientes mayormente de las provincias de Chaco o Salta, que fueron reactivos 

ante dos o más pruebas de serología convencional; mientras que, 140 correspondían a pacientes 

sin infección chagásica (negativos por serología convencional) que incluían: 47 personas sanas de 

la localidad de Salta Capital, Provincia de Salta, y 73 pacientes leishmaniásicos y 20 pacientes con 

estrongiloidiosis del departamento de Orán, Provincia de Salta. 

Las muestras de pacientes chagásicos provenientes de la Provincia de Chaco fueron 

obtenidas por el Dr. Patricio Diosque y su equipo del Instituto de Patología Experimental (IPE-

CONICET), de Salta. Las mismas se recolectaron durante estudios transversales llevados a cabo 

entre 1999-2000 en las localidades de Pampa Ávila y Tres Estacas, departamento Chacabuco, y en 

2008 en la localidad de Las Leonas, departamento 12 de Octubre, Provincia de Chaco. En estos 
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trabajos, se recolectaron tanto muestras de pacientes, incluyendo niños y adultos, como muestras 

de perros. La detección de la infección en las muestras de pacientes chagásicos fue llevada a cabo 

mediante ELISA-Homogenado, ELISA-recombinante, Hemoaglutinación Indirecta (HAI) (todos de 

Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina) y/o Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) (Diosque et al., 

2004; Monje Rumi et al., 2013; Monje-Rumi et al., 2015). De los 80 sueros de pacientes de la 

Provincia de Chaco incluidos en el grupo HTc+, 31 correspondían a niños menores a 16 años que 

fueron tratados y monitoreados posteriormente (ver detalles en sección MyM.II.1.iii). 

Por otro lado, las muestras de pacientes chagásicos de Salta, fueron recolectadas en el 

marco de una colaboración con una campaña de atención sanitaria de la Asociación para el 

Desarrollo Sanitario Regional (ADESAR, Provincia de Buenos Aires). La campaña consistió en 

atención médica y screening de parasitologías (Chagas y parásitos intestinales), mediante 

consultorios y laboratorios móviles, en comunidades wichi de las localidades de Coronel Juan Solá 

(Morillo), La Unión, Santa Victoria Este y Alto La Sierra, departamento Rivadavia, Provincia de 

Salta. En total alrededor de 1000 personas recibieron atención médica y a unos 700 se les tomó 

muestra de sangre, para el diagnóstico de infección chagásica mediante Hemoaglutinación 

Indirecta (BIOZIMA, Laboratorio Lemos) y ELISA lisado (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina) 

en nuestro laboratorio. Algunas muestras fueron también evaluadas por inmunoensayo 

quimioluminiscente de micropartículas (ARCHITECT Chagas®, Abbott) o mediante 

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) por personal del Hospital Alemán, Provincia de Buenos Aires. 

Del total de muestras analizadas, 93 fueron reactivas por dos o más técnicas considerándose 

positivas y 67 contenían volumen suficiente para ser evaluadas por los ensayos de ELISA-TcTASV 

posteriormente. 

Se estudiaron 493 muestras de niños y adultos de la localidad de Pichanal, departamento 

de Orán, Provincia de Salta. Estas muestras fueron tomadas en el marco de una campaña de 

desparasitación masiva anti-geohelmintos llevada a cabo en el marco de un proyecto conjunto 

entre Fundación Mundo Sano y el Instituto de Investigaciones de Enfermedades Tropicales (IIET, 

Sede Regional Orán, Universidad Nacional de Salta). Todas las muestras fueron analizadas por 

Hemoaglutinación Indirecta HAI Chagas Polychacho (Laboratorio Lemos), ELISA Biozima 

(Laboratorio Lemos) y/o ELISA lisado (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina), resultando 15 

muestras positivas por dos de los métodos. 

Por último, se incluyeron 10 muestras de sueros de adultos oriundos de Bolivia 

establecidos en Cucullú, partido de San Andrés de Giles, Provincia de Buenos Aires, gentilmente 
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cedidas por la fundación ADESAR. La infección chagásica en estos pacientes fue confirmada 

mediante dos pruebas positivas de serología convencional (HAI y ELISA). Estos pacientes fueron 

tratados con nifurtimox y monitoreados posteriormente (ver detalles en sección MyM.II.1.iii). 

Los sueros de pacientes sanos, leishmaniásicos y con estrongiloidiosis fueron tomados de 

las serotecas de la Cátedra de Química Biológica, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad 

Nacional de Salta y del Instituto de Investigaciones de Enfermedades Tropicales, Sede Regional 

Orán, Universidad Nacional de Salta. Los sueros de pacientes leishmaniásicos pertenecen a 

pacientes del departamento de Orán, Salta, con ELISA-Homogenado de Leishmania spp. y frotis 

positivo, negativos por ELISA-Lisado de T. cruzi, ELISA-recombinante y HAI (Chagatest, Laboratorios 

Wiener) (Hoyos et al., 2016). Los sueros de pacientes con estrongiloidiosis tienen la misma 

procedencia que el grupo anterior. Estos fueron diagnosticados para Strongyloides stercoralis por 

coproparasitología y fueron negativos para T. cruzi por ELISA-lisado (Chagatest, Laboratorios 

Wiener) y HAI (Laboratorios Lemos). 

 

 MyM.II.1.ii. Sueros de niños con infección congénita 

Los sueros de niños con infección chagásica congénita fueron cedidos gentilmente por la 

Bioquímica Irma Torrejón del Laboratorio Central de la Provincia de Jujuy. Las muestras fueron 

obtenidas durante un trabajo multicéntrico (entre los años 2013-2014) en el marco de las becas 

Carrillo-Oñativia en el cual se estudiaron los núcleos familiares de madres chagásicas con 

residencia en Perico, Provincia de Jujuy, que dieron a luz en los distintos hospitales de la Región. 

Estos casos no se consideran autóctonos de la mencionada provincia debido a que todas las 

pacientes estudiadas eran originarias de Bolivia o hijas de madres bolivianas. Por otro lado, la 

Organización Panamericana de la Salud (OPS) ha certificado en el 2000 y recertificado en el 2012, 

que la Provincia de Jujuy se encuentra libre de transmisión vectorial. Sumado a esto, en el marco 

de este trabajo se llevó a cabo la inspección de los domicilios, no habiéndose registrado presencia 

de triatominos. Se considera entonces que las muestras de niños infectados en estos núcleos 

familiares como casos auténticos de trasmisión connatal. Se contaba con muestras de 7 familias 

donde 5 pares de muestras incluían muestra de madre más un hijo con infección congénita y 2 

familias incluían madres con tres hijos con infección congénita (Tabla II.2). Todas las muestras 

fueron evaluadas por el personal del correspondiente Hospital mediante serología convencional 

(HAI, ELISA) y por Inmunofluorescencia, resultando positivas las tres pruebas. 



 Materiales y Métodos 

115 
 

 

 MyM.II.1.iii. Sueros de pacientes tratados 

Se estudiaron en total 41 muestras de pacientes tratados: 31 muestras provienen de niños 

tratados de Chaco y 10 muestras de sueros de adultos tratados procedentes de Bolivia 

establecidos en Cucullú, Provincia de Buenos Aires. Las muestras de niños tratados de Chaco 

fueron obtenidas por el grupo del Dr. Patricio Diosque durante el estudio llevado a cabo en las 

localidades de Pampa Ávila y Tres Estacas, departamento de Chacabuco, Provincia de Chaco 

(Diosque et al., 2004; Monje Rumi et al., 2013). En ambas zonas todos los niños fueron 

diagnosticados para infección por T. cruzi y todos aquellos seropositivos por dos pruebas 

serológicas fueron tratados con benznidazol durante 60 días. Las muestras de los pacientes de 

Pampa Ávila fueron colectadas antes del tratamiento en 2007 y dos años después del tratamiento 

en 2009. En Tres Estacas, las muestras se tomaron antes del tratamiento en 2004 y dos y cinco 

años después (2006 y 2009, respectivamente). Las muestras pre- y post-tratamiento fueron 

estudiadas por pruebas serológicas de ELISA (Chagatest ELISA recombinante, Laboratorios Wiener) 

y HAI (Chagatest HAI, Laboratorios Wiener) y por PCR para amplificar la región hipervariable de los 

minicírculos de ADNk (cebadores 121-122). La negativización de dos pruebas serológicas al final 

del periodo de seguimiento fue considerado el criterio de cura, mientras que una PCR positiva 

post-tratamiento fue considerada como falla terapéutica. Los resultados de ELISA, HAI y PCR 

obtenidos por (Monje Rumi et al., 2013) fueron comparados con la reactividad de los ensayos de 

ELISA con TcTASVs realizados aquí. Se utilizaron en total 31 muestras de las cuales 14 provienen de 

niños tratados de Tres Estacas y 17 de Pampa Ávila. 

Los pacientes de Cucullú realizaron tratamiento completo de 60 días con Nifurtimox en 

junio del 2013 (muestra de suero pre-tratamiento). Se contaba con muestra de suero post-

tratamiento tomada en octubre de 2016. Cabe destacar que los pacientes no regresaron a zona 

endémica entre 2013 y 2016. 

 

MyM.II.2. Serología convencional 

Como pruebas de referencia para diagnosticar la infección chagásica se utilizaron kits 

comerciales de Hemoaglutinación Indirecta (Chagatest HAI, Laboratorios Wiener, Rosario 

Argentina, o HAI Chagas Polychaco, Laboratorio Lemos, Buenos Aires, Argentina) y ELISA de 
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Homogenado proteico de T. cruzi (Biozima Chagas, Laboratorio Lemos o Chagatest ELISA lisado, 

Laboratorios Wiener). En todos los casos se siguieron las instrucciones del fabricante. La obtención 

de dos pruebas serológicas positivas fue tomado como criterio de positividad de infección por T. 

cruzi. En esta tesis se estudiaron por estas pruebas 700 pacientes de Rivadavia, 493 pacientes de 

Pichanal, los sueros de pacientes de área no endémica y los pacientes con S. stercoralis. El resto de 

las muestras fueron serodiagnosticadas por otros en trabajos anteriores. 

 

MyM.II.3. ELISA Indirecto con antígenos TcTASV para sueros de humanos 

En este trabajo se utilizó la técnica de ELISA indirecto. Esta técnica es versátil, simple y 

económica, a la vez que aporta mucha información al ser una técnica semicuantitativa que 

permite procesar los resultados numéricos y luego analizar los datos mediante estadísticos 

adecuados. Brevemente, para realizar esta técnica se procedió, en primera instancia, al “pegado” 

de los antígenos a las placas de poliestireno de 96 pocillos (Extragene, Taiwán), colocando en los 

pocillos el antígeno en buffer de plaqueo a 4°C durante toda la noche. Luego de la sensibilización 

de las placas, se procedió a bloquear los sitios libres con 200µL/pocillo de PBS-leche descremada 

5% para evitar uniones inespecíficas. Se incubaron las placas con 100µL/pocillo de los sueros a 

evaluar en la dilución adecuada y, a continuación se incubó con 100µL/pocillo de anticuerpo anti-

IgG de humanos conjugado con peroxidasa (SIGMA). Todas las incubaciones se realizaron a 37°C 

durante 1 hora, lavándose 5 veces con PBS-Tween 0,1% entre las mismas. Finalmente, se colocó 

en los pocillos el cromógeno tetrametilbenzidina (TMB, SIGMA) junto con H2O2 en buffer citrato. 

La reacción se detuvo con ácido sulfúrico 0.5 N. La lectura de densidad óptica (DO) a 450nm se 

realizó en el lector placas de ELISA Biotek ELx800. 

 

Estandarización de los ensayos de ELISA con antígenos TcTASV 

Placa “cero”: Previo al inicio de la optimización de todos los ELISAs, se llevó a cabo un 

ensayo en el que se evaluó la reactividad de un grupo de sueros infectados por T. cruzi y no 

infectados contra cada uno de los antígenos (o mezcla antigénica) a estudiar y contra GST. Luego 

se calculó para cada suero el ratio DO TcTASV/DO GST. De esta forma se identificaron los sueros que 

se utilizarían como controles positivos (preferentemente se escogió un suero con alta reactividad y 

uno con reactividad menor). 
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Los ensayos de ELISA para cada uno de los antígenos TcTASV fueron estandarizados de 

modo de seleccionar las condiciones óptimas de buffer de plaqueo, concentración de antígeno, 

dilución de suero y dilución de conjugado. Las concentraciones de cada uno de los reactivos se 

optimizaron de acuerdo al método “checkerboard” de titulaciones dobles (Crowther, 2009). En 

primera instancia se evaluaron diluciones sucesivas de antígeno desde 1µg/pocillo hasta 

0.0625µg/pocillo en dos buffers de plaqueo: PBS (pH=7.4) y Buffer Carbonato (pH=9.6) y diluciones 

sucesivas de dos sueros controles positivos de infección por T. cruzi y dos sueros controles 

negativos de infección por T. cruzi (un control sano y un control leishmaniásico) desde 1/50 hasta 

1/3200. En la Figura MyM.1 se muestran, por ejemplo, los resultados de la doble titulación de 

suero y antígeno en buffer PBS versus buffer Coating para el ELISA-TcTASV-C. En este caso, se 

escogió el buffer Coating ya que con este buffer de plaqueo se obtiene una menor reactividad de 

fondo en los controles negativos y, por lo tanto, una mejor discriminación entre positivos y 

negativos. De ser necesario y a fines de seleccionar entre las concentraciones de antígeno y 

diluciones de suero que mejor discriminación entre controles positivos y negativos lograba, se 

llevaron a cabo titulaciones dobles de antígeno y suero evaluando sólo esas diluciones y utilizando 

como buffer de plaqueo el que mejores resultados obtuvo en la primera etapa de titulación. 

A continuación, se procedió a evaluar la dilución óptima del anticuerpo anti-IgG de 

humano conjugado con peroxidasa (SIGMA, EEUU). Para ello se realizó una doble titulación del 

conjugado desde 1/2500 hasta 1/40000 titulando a la vez los sueros controles y manteniendo 

constante las condiciones de plaqueo del antígeno óptimas elegidas en los pasos anteriores. En 

esta instancia, además, se plaqueó GST como control de background utilizando las mismas 

Figura MyM 1 Optimización del ELISA-TcTASV-C. Condiciones ensayadas: PBS vs Coating como buffer de plaqueo; 
diluciones sucesivas de antígeno desde 1µg hasta 0.0625µg por pocillo; dilución de un sueros desde 1/50 hasta 
1/3200. 
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condiciones que del antígeno en cuestión. En la Figura MyM.2 se muestran la doble titulación de 

conjugado y suero para el caso del ensayo de ELISA con una mezcla antigénica de TcTASV-A y 

TcTASV-C. 

En la Tabla MyM.6 se resumen las condiciones optimizadas para los ensayos de ELISA con 

TcTASV-A, TcTASV-B, TcTASV-C y una mezcla de TcTASV-A y TcTASV-C. Se escogió probar una 

mezcla de estos dos últimos antígenos ya que fueron los que individualmente mostraron el mejor 

desempeño en cuanto a sensibilidad y especificidad al evaluar el panel de sueros control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla MyM.6. Condiciones óptimas para los ensayos de ELISA con antígenos TcTASV en sueros 
de humanos. 

ELISA Condiciones de plaqueo Dilución de suero 
Dilución de 
conjugado 

TcTASV-A 0.5µg/pocillo en PBS 1/100 1/10000 

TcTASV-B 0.5µg/pocillo en Coating 1/50 1/5000 

TcTASV-C 0.25µg/pocillo en Coating 1/100 1/10000 

Mix A+C 
0.375µg de TcTASV-A + 

0.125µg/pocillo en Coating 
1/100 1/10000 

Figura MyM 2 Optimización del ELISA-Mix A+C. Condiciones ensayadas: dilución de un sueros desde 1/100 hasta 
1/6400; dilución de conjugado desde 1/2500 hasta 1/40000. Las placas se sensibilizaron con la mezcla antigénica en 
proporción TcTASV-A / TcTASV-C 3:1 (0.375µg y 0.125µg por pocillo, respectivamente) según se optimizó en 
ensayos previos. Para descontar la absorbancia de la proteína de fusión GST, se sensibilizaron las placas con 0.5µg 
de esta proteína por pocillo. Se muestran a la derecha la absorbancia para la mezcla (Mix 3A:1C) y para GST, y a la 
izquierda los ratios de absorbancia (DOMix A+C/DOGST) de las diluciones de sueros controles. 
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MyM.II.4. Determinación de eficacia diagnóstica de los ELISAs con TcTASV 

Una vez optimizadas las condiciones de los ensayos de ELISA para la detección de 

anticuerpos anti-TcTASV en humanos, se procedió a analizar el panel de sueros especificado en 

MyM.II.1.i, Figura II.1. Cada placa de ELISA se sensibilizó con el antígeno TcTASV o mezcla a 

estudiar en una mitad de la placa, y con GST en la otra mitad. En cada placa se evaluaron los 

sueros utilizados como controles positivos y negativos en el proceso de optimización. Para cada 

suero se calculó una relación entre la absorbancia obtenida con los antígenos TcTASV y la obtenida 

para GST (ratio= DOTcTASV/DOGST), para descontar el posible efecto del GST en la absorbancia 

(Bernabó et al., 2013). 

 

MyM.II.5. Análisis estadístico y parámetros de eficacia diagnóstica 

Para cada uno de los ELISA con los antígenos TcTASV, el cut off se seleccionó a través del 

análisis de múltiples pares de sensibilidad-especificidad mediante curvas ROC (Receiver-Operating 

characteristic), software GraphPad Prism v.5 (Swets, 1996; Linnet et al., 2012; Menezes-Souza 

et al., 2015). El criterio utilizado para la selección del valor umbral fue aquel que permita la 

máxima sensibilidad para una especificidad del 100%. Además, el análisis mediante curvas ROC 

permitió establecer el grado de exactitud de las distintas pruebas al clasificar un resultado como 

positivo o negativo mediante la estimación del parámetro AUC (Area Under the Curve) ROC (Swets, 

1996). El valor de este último parámetro se interpreta de la siguiente manera: valores entre 0.5 y 

0.7 indican baja exactitud, entre 0.7 y 0.9, una exactitud moderada y pueden ser útiles para 

algunos propósitos y un valor mayor de 0.9 indica exactitud alta (Swets, 1996). 

Luego, el ratio de cada suero se relativizó al valor de cut-off siguiendo la fórmula: 

Ratiorel=Ratio/cut-off. El objetivo de este procedimiento fue lograr resultados comparables entre 

los distintos sets de datos procedentes de los ELISAs evaluados (por ejemplo: resultados de ELISA 

que usan diferentes TcTASVs), debido a que los ratios fueron transformados para alcanzar la 

misma escala (Caballero et al., 2007; Floridia-Yapur et al., 2014). Las muestras se consideraron 

positivas cuando el valor del Ratiorel resultara igual o mayor que 1, y negativa, cuando el valor del 

Ratiorel resultara menor que 1.  

La distribución normal de los datos fue testeada mediante la prueba de normalidad de 

Shapiro Wilk (p <0.05). La prueba U de Mann Whitney (p <0.05) fue aplicada para evaluar las 

diferencias entre los grupos de sueros controles positivos y negativo. La significancia estadística de 
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la diferencia de reactividad pre-tratamiento y post-tratamiento se estudió mediante la prueba de 

comparación de medias de muestras pareadas de Wilcoxon (p <0.05). Además, se calculó un 

porcentaje de variación de los niveles de anticuerpos detectados por ELISA luego del tratamiento 

como: [(ReactTfinal- ReactTbasal)/ReactTbasal]*100 (Escribà et al., 2009). Si el signo del porcentaje, 

resultaba negativo, por lo tanto, indicaba una disminución de niveles de anticuerpos post-

tratamiento; si por el contrario el signo resultaba positivo, significaba un incremento de los 

mismos. Si el porcentaje de disminución de los niveles de anticuerpos era mayor al 30% con 

respecto a los niveles pre-tratamiento interpretamos esa disminución como criterio indicativo del 

impacto positivo de la terapia (Viotti et al., 2011; Santamaría et al., 2013); mientras que un valor 

de disminución de los anticuerpos mayor al 75% es indicativo de tendencia hacia la seroconversión  

(Escribà et al., 2009). Todos los análisis de datos y pruebas estadísticas de este capítulo se llevaron 

a cabo con el programa GraphPad Prism v.5. 
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 Capítulo III  

 

 MyM.III. Sección 1. Evaluación de la capacidad diagnóstica de los antígenos 

TcTASV mediante ensayos de ELISA para la detección de la infección chagásica en 

perros 

MyM.III.1.1. Sueros 

Las muestras de sueros de perros con infección natural utilizadas en este trabajo fueron 

obtenidas (y cedidas gentilmente) por el Dr. Patricio Diosque y su equipo de trabajo. Las mismas se 

recolectaron durante un estudio transversal llevado a cabo en las localidades de Las Leonas 

(Marzo de 2008) y El Palmar (Febrero de 2010), Departamento 12 de Octubre, Provincia de Chaco. 

En mencionado trabajo, además de muestras de pacientes, se recolectaron muestras de 323 

perros (142 de Las Leonas y 181 de El Palmar) que fueron analizados para determinar su infección 

por T. cruzi mediante PCR, xenodiagnóstico y ELISA-Homogenado proteico de epimastigotes 

(ELISA-H) (Monje-Rumi et al., 2015). El protocolo aplicado en este estudio contaba con la 

aprobación por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad 

Nacional de Salta, Argentina (Monje-Rumi et al., 2015). 

Para la realización de esta tesis, se seleccionaron 70 sueros ELISA-H positivos como 

controles positivos de infección por T. cruzi (PTc+). A pesar de que se utilizó un homogenado de 

proteínas del parásito como antígeno, la posibilidad de que estos sueros sean falsos positivos por 

reactividad cruzada con antígenos de Leishmania spp. es poco probable ya que este parásito no 

fue reportado en el área de estudio. Además, algunos de estos sueros fueron reactivos con 

antígenos recombinantes de T. cruzi previamente (Cimino et al., 2011; Floridia-Yapur et al., 2014). 

Los sueros del grupo PTc+ fueron clasificados en grupo I (GI) o grupo II (GII) de acuerdo a 

resultados previos de xenodiagnóstico y/o PCR. Los perros con PCR y/o xenodiagnóstico positivos 

fueron incluidos en GII mientras que los perros del GI fueron sólo positivos por H-ELISA. Para 

evaluar la especificidad de la técnica, se utilizaron 28 sueros de perros sanos de Buenos Aires 

como controles negativos (GIII). 
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Por otra parte, se incluyeron 25 sueros de perros infectados por L. infantum (GIV), que 

fueron cedidos gentilmente por el Dr. Diego Marco del IPE-CONICET. Estos perros fueron 

diagnosticados mediante una combinación de métodos parasitológicos, moleculares y serológicos 

(Barroso, Marco, et al., 2015; Barroso, Nevot, et al., 2015). Cabe destacar que estas muestras 

fueron tomadas en el marco de estudios cuyos procedimientos fueron aprobados por el Comité de 

Bioética de la Facultad de Ciencias Agrícolas y Veterinarias de la Universidad Católica de Salta (23 

de abril de 2014), Argentina (Barroso, Marco, et al., 2015; Barroso, Nevot, et al., 2015). Los dueños 

de los perros voluntariamente solicitaron la atención médica de sus animales. Bajo sospecha 

clínica de la enfermedad, ellos dieron su consentimiento informado para incluir el caso en este 

estudio. 

 

MyM.III.1.2. ELISA Indirecto con antígenos TcTASV para sueros de perros 

Para realizar esta técnica se procedió de modo similar a lo especificado en la sección 

MyM.II.3 de Materiales y Métodos. En primera instancia, se realizó el “pegado” de los antígenos a 

las placas de poliestireno, colocando en los pocillos el antígeno en PBS 1 hora a 37°C. Luego, se 

procedió a bloquear los sitios libres con PBS-leche descremada 5% durante 1 hora para evitar 

uniones inespecíficas. A continuación, se incubaron las placas con los sueros de perros a evaluar 

en la dilución adecuada durante 1 hora. Se incubaron las placas con el anticuerpo secundario 

biotinilado anti-IgG de perros (SIGMA) durante 30 minutos, seguido de una incubación del mismo 

tiempo con avidina-peroxidasa (SIGMA). Todas las incubaciones se realizaron a 37°C y se realizaron 

5 lavados con PBS-Tween 0,1% entre incubaciones. Finalmente, se colocó en los pocillos el 

cromógeno tetrametilbenzidina (TMB, SIGMA) junto con H2O2 en buffer citrato. La reacción se 

detuvo con ácido sulfúrico 0.5 N. La lectura de densidad óptica (DO) a 450nm se realizó en el lector 

placas de ELISA Biotek ELx800. 

 

Estandarización de los ensayos de ELISA con antígenos TcTASV 

Placa “cero”: De la misma manera que con la estandarización de los ELISAs con sueros de 

humanos, se llevó a cabo un ensayo preliminar en el que se evaluó la reactividad de un grupo de 

sueros de perros infectados por T. cruzi y no infectados contra cada uno de los antígenos (o mezcla 

antigénica) a estudiar y contra GST. Se calculó para cada suero el ratio DO TcTASV/DO GST. De esta 
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forma se identificaron los sueros que se utilizarían como controles positivos (preferentemente se 

escogió un suero con alta reactividad y uno con reactividad menor).  

En primera instancia, las condiciones de la técnica de ELISA fueron estandarizadas para 

cada antígeno recombinante. Para ello se seleccionaron como controles positivos de infección dos 

sueros de perros con PCR y xenodiagnóstico positivos, es decir con evidencia directa del parásito. Y 

se utilizaron dos controles negativos de la infección por T. cruzi un suero de perro sano de Buenos 

Aires (área no endémica) y un pool de sueros de perros Leishmaniásicos, cedido gentilmente por el 

Dr. Diego Marco. Se titularon diluciones sucesivas al medio de antígeno (desde 1µg/poc hasta 

0.0625µg/pocillo) en combinación con diluciones sucesivas de suero (1/50 hasta 1/3200) mediante 

“checkerboard titration” (Crowther, 2009). Se seleccionaron para cada ensayo la combinación de 

condiciones de antígeno y suero con las que se obtenían la mejor discriminación entre negativos y 

positivos, priorizando la mayor densidad óptica del control positivo en combinación con el menor 

background posible. 

A continuación se evaluaron dos diluciones de anticuerpos secundarios (anti-dog IgG 

whole molecule, biotin conjugate, SIGMA): 1/1250; 1/2500; y dos diluciones de avidina-peroxidasa 

(SIGMA): 1/8000; 1/16000. Utilizando el mismo criterio explicitado anteriormente, se seleccionó la 

mejor combinación de dilución de anticuerpo secundario y avidina-peroxidasa. 

 

 

En la Tabla MyM.7 y Figura MyM.3, se resumen los resultados de la estandarización para 

los ensayos de ELISA con TcTASV-A, TcTASV-B, TcTASV-C y una mezcla de TcTASV-A y TcTASV-C. Al 

igual que en humanos, se escogió probar una mezcla de estos dos últimos antígenos ya que fueron 

Tabla MyM.7. Condiciones óptimas para los ensayos de ELISA con antígenos TcTASV en sueros de perros. 

Antígeno* Condiciones de plaqueo 
Dilución de 

Suero 

Anticuerpo 

Secundario 

Avidina-

peroxidasa 

TcTASV-A 0.5µg/poc. en PBS 1/200 1/1250 1/8000 

TcTASV-B 0.5µg/poc. en PBS 1/200 1/2500 1/8000 

TcTASV-C 0.125µg/poc. en PBS 1/200 1/2500 1/16000 

Mix A+C 
0.25µg/poc. TcTASV-A + 

0.25µg/poc. TcTASV-C en PBS 
1/400 1/2500 1/16000 

*Para cada ELISA con los antígenos TcTASV, se ensayó en paralelo el GST como control de background 

usando las mismas condiciones de plaqueo y dilución de suero que para el antígeno evaluado. 
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los que individualmente mostraron la mejor performance en cuanto a sensibilidad y especificidad 

obtenida al evaluar el panel de sueros control. 

 

 

 

MyM.III.1.3. Evaluación del panel de sueros 

Una vez estandarizados los ensayos de ELISA-TcTASV, se evaluó la reactividad de las 

muestras contenidas en el panel de sueros de perros seleccionado (Figura III.1). Además, se evaluó 

la reactividad de los sueros del panel frente a una mezcla de los antígenos que mejor performance 

obtuvieron en forma individual. Cabe aclarar que para considerar el posible efecto del tag de GST 

en la absorbancia total, cada placa se diseñó de forma de poder determinar de forma simultánea 

la actividad anti-TcTASVGST y anti-GST, de los sueros. Los sueros fueron evaluados por duplicado. 

 

Figura MyM 3 Titulación de sueros controles positivos (línea continua roja y línea continua naranja), de 
suero control negativo (línea punteada azul) y de pool de sueros leishmaniásicos (línea punteada celeste), 
para la concentración óptima de antígeno seleccionada (Tabla MyM.7) 
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MyM.III.1.4. Análisis estadístico de los datos 

Al igual que en el caso de humanos la reactividad de cada suero se relativizó mediante el 

cálculo de la razón (ratio) entre la DO media de TcTASVGST y GST (ratio= DOTcTASV/ DOGST), para 

descontar el posible efecto del GST en la absorbancia (Bernabó et al., 2013). Para cada uno de los 

antígenos, el cut off se seleccionó a través del análisis de múltiples pares de sensibilidad-

especificidad mediante curvas ROC (Receiver-Operating characteristic), software GraphPad Prism 

v.5 (Swets, 1996; Linnet et al., 2012; Menezes-Souza et al., 2015). El criterio utilizado para la 

selección del valor umbral fue éste que permita la máxima sensibilidad para una especificidad del 

100%. Luego, el ratio de cada suero se relativizó al valor de cut-off (Ratiorel=Ratio/cut-off). Las 

muestras se consideraron positivas cuando el valor del Ratiorel resultara igual o mayor que 1, y 

negativa, cuando el valor del Ratiorel resultara menor que 1. La distribución normal de los datos 

fue testeada mediante la prueba de normalidad de Shapiro Wilk (p <0.05). Debido a que los datos 

no se distribuyeron de forma normal la prueba U de Mann Whitney (p <0.05) fue aplicada para 

evaluar las diferencias. Todos los análisis de datos y pruebas estadísticas de este capítulo se 

llevaron a cabo con el programa GraphPad Prism v.5. 

 

 MyM.III. Sección 2. Mapeo de epítopes de TcTASV-C mediante ELISA 

MyM.III.2.1. Péptidos 

Se disponía en el laboratorio de 6 péptidos sintéticos de la secuencia de TcTASV-C de entre 

16 y 19 aminoácidos de longitud (Rodriguez et al., 2015). La información sobre las secuencias, 

grado de conservación y correspondientes denominaciones de los péptidos utilizados se muestran 

en la Tabla MyM.8 y Figura III.4. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla MyM.8. Descripción de los péptidos de TcTASV-C utilizados. 

Péptido Secuencia 
Ubicación 

dentro del gen 
Posición respecto a 

motivos tasv_all-tasv_c 

P304_319 STENIAALLQNFVGPD aa 304 a 319 Fuera - Fuera 

P189_207 KSPDQTAEDGSAQRPSENI aa 189 a 207 Fuera - Fuera 

P172_188 QSGVGSPSREAAEAPQK aa 172 a 188 Fuera - Fuera 

P46_62 PGTDGKLSWRLRGEEEW aa 46 a 62 Dentro - Dentro 

P47_63 PGTDGKLSWRLQGEEEW aa 47 a 63 Dentro -Dentro 

P73_89 VDQDSDERARLCVAGG aa 73 a 89 Fuera-Dentro 
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MyM.III.2.2. Ensayos de ELISA-péptidos de TcTASV-C 

Los ensayos de ELISA se realizaron en placas de 384 pocillos de fondo plano 

(NuncMaxiSorp) que permitieron analizar de forma simultánea todos los péptidos. Brevemente, 

las placas se sensibilizaron con 30µL de péptidos 10 ng/µL y 30µL de las proteínas recombinantes 

TcTAVS-CGST, GST y TcTASV-CHIS 1ng/µL, en PBS overnight a 4°C. Estas últimas se incluyeron en las 

placas con fines comparativos y de tener una referencia de reactividad. Se realizaron cinco lavados 

con PBS-Tween 0.05% y se procedió al bloqueo de los sitios inespecíficos con PBS-Leche 

descremada 5%, durante 1hs a 37°C. Luego de lavar, se colocaron los sueros en dilución 1/100 en 

PBS-Leche descremada 1% durante 1hs a 37°C. Los siguientes lavados se realizaron agregando un 

último lavado con PBS solo. Se incubó con anticuerpo secundario (anti-dog IgG biotinilado, SIGMA) 

en dilución 1:5000 durante 30 minutos a 37°C y, luego de lavar, se incubó con avidina-peroxidasa 

(SIGMA) en dilución 1/16000 en las mismas condiciones de tiempo y temperatura. Por último, y 

posterior al lavado, se agregó el sustrato TMB y se llevó a cabo la lectura de DO sin cortar la 

reacción a 405nm a los 30 minutos (lector FilterMax F5 Multimode Microplate Reader, Molecular 

Devices, EEUU). Para el análisis se tomó como valor de Abs el último punto de la cinética. Los 

sueros se evaluaron en todos los casos por duplicado. 

El cut off para discriminar entre sueros reactivos y no reactivos ante los distintos péptidos 

de TcTASV-C se calculó para cada péptido en cada placa de la siguiente forma: 

cut off= M + 3SD + 10%  

Donde M es la media de la DO de los controles negativos y SD es el desvío estándar de los 

valores de DO de los controles negativos. El 10% del valor se sumó a fines de definir una zona de 

indeterminación que permitió diferenciar aquellos sueros realmente reactivos ante un 

determinado péptido de aquellos que no lo fueran. Los sueros se consideraron péptido (+), si la 

Media de la DO/Cut off >=1 y péptido (-), si la Media de la DO/Cut off <1. 
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 MyM.III. Sección 3. Estudio de TcTASV-C como un biomarcador serológico de la 

infección chagásica en perros 

MyM.III. Sección 3. A. Ensayos de Western Blot para detección de TcTASV-C en sueros de 

perros infectados 

El protocolo de Western-Blot para la detección de TcTASV-C en sueros de perros 

infectados naturalmente se estandarizó mediante la utilización de un pool de sueros de perros 

sanos “contaminado” con distintas cantidades de TcTASV-C recombinante: 1µg, 0.5µg, 0.25µg, 

0.125µg, 0.0625µg y 0.03175µg. Se prepararon los geles con un porcentaje de acrilamida-

bisacrilamida (29:1) de 7.5% de forma que permita una mejor separación de las bandas de bajo 

peso molecular. Debido a que el suero sanguíneo contiene una elevada concentración de 

proteínas, que dificultan la resolución mediante SDS-PAGE, entre las cuales se encuentran 

albúmina y gran cantidad de inmunoglobulinas (que podrían cruzar con el anticuerpo secundario 

en la detección), las muestras de suero a analizar se diluyeron 1:20. Luego, las muestras se 

prepararon de la siguiente forma: 7µl de cada suero diluído + 5µl de PBS 1X + 3µl de Cracking 

Buffer 5X (SDS 4 %, 0.1 M Tris-HCl pH 6.8, 20% glicerol, 200 mM DTT). Además, se preparó una 

muestra de 500 ng de TcTASV-C recombinante como control positivo. Se sembraron las muestras 

en el gel preparado anteriormente. En cada gel se sembró el marcador de peso con banda de 

70KDa roja (PageRuler, BioRad). Se corrió el gel a 170 voltios hasta que las bandas de 35KDa, 

25KDa, 15KDa y 10KDa se hayan “caído” del gel (aproximadamente 90 minutos). Esto último, 

permitió que las proteínas entre 70-50 KDa se resuelvan mejor y que las cadenas livianas de la 

inmunoglobulinas (~25KDa) presentes en el suero sean eliminadas, evitando de esta forma 

reacciones cruzadas con el conjugado. Por otro lado, se cortó el gel aproximadamente a 5mm por 

debajo de la banda de 70KDa para asegurar la eliminación de las cadenas pesadas de 

inmunoglobulinas (~50KDa) que pudieran interferir en el posterior revelado. En la Figura MyM.4.A, 

se muestra un esquema de corrida y corte de los geles de poliacrilamida. 

A continuación, las proteínas del gel se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

(Amersham™ Hybond™- ECL, GE Healthcare) en cubas verticales Mini Protean II (BioRad) durante a 

1 h, a 100 voltios con potencia baja, en Buffer de Transferencia. Las membranas fueron teñidas 

con Rojo Ponceau para chequear la correcta transferencia de las proteínas (Figura MyM.4.B). 

Todos los lavados entre incubaciones se realizaron con PBS-Tween 0.05%. Las membranas fueron 
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bloqueadas durante 1 h a temperatura ambiente con PBS-1% gelatina de pescado. Se realizó un 

segundo bloqueo con anticuerpo anti-IgG de ratón (SIGMA) 1/200 en PBS-0.1% gelatina de 

pescado durante 2.5 hs. A continuación, se incubaron las membranas con anticuerpo primario de 

conejo y/o de ratón inmunizados con TcTASV-CGST (sueros anti-TcTASV-C) en una dilución 1/200 en 

PBS 0.1% gelatina de pescado durante toda la noche con agitación a 4°C. 

Se trabajó de forma paralela con dos sistemas de revelado y, por lo tanto, con dos 

conjugados distintos. Para el revelado por quimioluminiscencia, se incubó la membrana con el 

anticuerpo anti-IgG de conejo o anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa durante 1h y 

posteriormente se reveló utilizando placas radiográficas (AGFA) y reactivo quimioluminiscente 

(SuperSignal West Pico, Thermo Scientific y SuperSignal West Femto, Thermo Scientific) en cuarto 

oscuro. Por otro lado, se revelaron las membranas por fluorescencia utilizando el scanner Odyssey 

para lo cual se incubaron las mismas durante 1 h con anticuerpo anti-IgG de conejo o anti-IgG de 

ratón conjugado con cromóforo 800nm (IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG/anti-Mouse IgG (H + 

L)) o 680nm (IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG/anti-Mouse IgG (H + L)). 

En la Figura MyM.4.B y C se muestra uno de los ensayos de estandarización del Western-

Blot para detectar TcTASV-C recombinante en sueros de perros utilizando un anticuerpo primario 

anti-TcTASV-C de conejo. Se muestran, para tres concentraciones de TcTASV-C recombinante en 

pool de sueros de perros sanos (1µg, 0.25µg y control sin contaminar), la tinción de la membrana 
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Figura MyM 4 Estandarización de la técnica de W-B para la detección de TcTASV-C en sueros de perros. A) Esquema de la 
corrida y corte del gel de poliacrilamida. B) Membrana transferida teñida con Rojo Ponceau. En las calles del gel transferido 
se sembró de izquierda a derecha: calle 1: MPM; calle 2: 500ng de TcTASV-C recombinante; calle 3 y 4: dilución 1/20 de pool 
de sueros sanos contaminados con 1µg y 0.25µg de TcTASV-C, respectivamente; calle 5: pool sin proteína recombinante. La 
banda mayoritaria que se observa con rojo probablemente corresponde a seroalbúmina canina. C) Revelado de la membrana 
en B) por quimioluminiscencia con anticuerpo primario de conejo anti-TcTASV-C. 
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con Rojo Ponceau (Figura MyM.4.B) y el revelado de la membrana con quimioluminiscencia (Figura 

MyM.4.C). Se observó una elevada intensidad de señal en los pooles contaminados con antígeno 

recombinante y en el control de antígeno y no se observó banda en el pool negativo. En la Figura 

MyM.4.C, se muestra el revelado por quimioluminiscencia de la membrana sembrada con el pool 

de sueros negativos contaminado con distintas cantidades de TcTASV-C recombinante. 

 

 

 MyM.III. Sección 3. B. Captura de TcTASV-C a partir de sueros de perros infectados 

con T. cruzi mediante columna de afinidad  

MyM.III.3.B.1. Purificación de IgGs anti-TcTASV-C 

En primera instancia se hizo una purificación de IgGs a partir de un suero de conejo y dos 

sueros de ratón inmunizados con distintas fusiones de TcTASV-C, utilizando el Melon Gel 

Purification kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los sueros se 

diluyeron 1/10 en Buffer de Purificación (200 µL de volumen final). Las diluciones de suero se 

agregaron a las columnas y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente con rotación. Se 

centrifugaron las columnas a 3000g durante un minuto para obtener los anticuerpos purificados 

en un microtubo colector. Sólo para el caso del suero de conejo se obtuvo la banda deseada 

correspondiente a las cadenas pesadas de IgGs (~55KDa). Dado el volumen de suero de conejo 

inmunizado que se disponía, se decidió trabajar con el suero de esa especie. 
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Figura MyM 5 SDS-PAGE de purificaciones con Melon Gel Purification 
kit para purificación de IgGs a partir de sueros. Calles de 2-7: IgGs 
purificadas a partir de suero de conejo inmunizado con TcTASV-C. 
Calles 1 y 8: suero dilución 1/20 sin purificar. Calle 9: MPM. 
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A continuación, se realizaron varias purificaciones de manera simultánea con el objetivo 

de obtener un volumen final de IgGs purificadas de 3 mL. Las purificaciones se chequearon 

mediante SDS-PAGE sembrando 4 µL de cada purificación, obteniéndose una banda con el peso 

molecular esperado para las cadenas pesadas de inmunoglobulinas (~55KDa) (Figura MyM.5). Se 

realizó un pool de las IgGs purificadas que fue cuantificado por Picodrop y método de Bradford. 

 

MyM.III.3.B.2. Armado de la columna SulfoLinkTM (Thermo) 

 a) Reducción de las IgGs 

Para la reducción de las IgGs purificadas se agregó a 2mL de muestra, 3.7mg de EDTA-Na, 

4.3mg de Na2HPO4.2H2O y 24mg de NaH2PO4. A continuación, se agregaron 2 viales de 2-MEA del 

kit (1mL a cada vial) y se incubó a 37°C durante 110 minutos para permitir que las proteínas se 

reduzcan. Luego de equilibrar la columna Desalt Spin, se agregaron los 2mL de inmunoglobulinas 

reducidas y 0.2mL de Coupling Buffer. Se centrifugó la columna durante 1 minuto a 1000g para 

colectar la muestra reducida y libre de sales. A continuación, se agregaron a la muestra 2mL de 

Coupling Buffer y se guardó a -20°C. Se le agregó 1mL de Coupling Buffer a la columna y se guardó 

a 4°C. 

 b) Coupling de las IgGs reducidas a la columna SulfoLinkTM 

Se resuspendió la resina de la columna y se centrifugó para eliminar el buffer de guardado. 

Luego de lavar dos veces con 2mL de Coupling Buffer, se agregaron los 4mL de proteínas reducidas 

y se puso a rotar 30 minutos a temperatura ambiente. La columna fue incubada durante 1 hora sin 

rotación a temperatura ambiente. Se centrifugó y se colectó el percolado para determinar luego la 

eficiencia de coupling. Se lavó 4 veces con 2mL de Wash Buffer y 2 veces con 2mL de Coupling 

Buffer. 

A continuación, se bloqueó la columna con 2mL de 50mM L-cisteína-HCl (17.8mg en 2mL 

de Coupling Buffer). Se incubó la columna con rotación a temperatura ambiente durante 15 

minutos y luego 30 minutos sin rotación. Se lavó columna con 2mL de PBS BupH (kit) degaseado 3 

veces. Se conservó a 4°C la columna hasta el día siguiente con 4mL de PBS BupH. 
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MyM.III.3.B.3. Purificación de afinidad de TcTASV-C a partir de sueros de perros infectados 

Se realizaron dos purificaciones: una a partir de un pool de sueros de perros infectados y 

otra a partir de un pool de sueros normales de perros como control. Se prepararon 3mL de 

dilución de los pools de sueros de perros 1/20 en PBS BupH. 

Luego de equilibrar la columna a temperatura ambiente se centrifugó 1 minuto a 1000g 

para eliminar la solución de guardado. Se agregaron 6mL de PBS y se dejaron fluir a través de la 

columna. Se agregó el pool de sueros diluido y se puso a rotar la columna 1 hora a temperatura 

ambiente. Se centrifugó 1 minuto a 1000g y sin cambiar el tubo de colección se agregó 1mL de PBS 

para volver a centrifugar. Se conservó el percolado. Se lavó 4 veces con 2mL de PBS. Para eluir, se 

agregó 2mL de 0.1M glicina-HCl pH=3 a la columna y se colectó el eluído por centrifugación en un 

tubo conteniendo 100µl de 1M Tris-HCl pH=8.8 (Buffer de Neutralización). Se repitió 3 veces más. 

Por último, se lavó dos veces la columna con 4mL de PBS dejando que la solución fluya a través de 

la columna. Para preservar la columna se agregó PBS azida y se guardó a 4°C. 

 

MyM.III.3.B.4. Evaluación de las purificaciones mediante Western-Blot 

Para evaluar la purificación de TcTASV-C partir de los sueros de perros infectados se 

realizaron dos geles de poliacrilamida 7.5% en los que se sembraron las siguientes muestras: pool 

de sueros infectados/sanos 1/20, el percolado de las columnas SulfolinkTM-anti-TcTASV-C, dos 

lavados, los eluídos, el marcador de peso molecular y 100ng de TcTASV-CGST recombinante como 

control. La transferencia, bloqueo y revelado por quimioluminiscencia se realizó según lo 

especificado anteriormente. Se utilizó un suero de conejo inmunizado con TcTASV-CGST 1/200 

como anticuerpo primario. 
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