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Resumen

Introduccion: La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma
cruzi, es endémica en América Latina y se presenta en dos fases: aguda y cronica.
La fase crénica es de complejo diagndstico, por lo que se busca encontrar nuevos
biomarcadores que mejoren su deteccion. Los aptdmeros, son moléculas de ADN o
ARN con alta afinidad y especificidad hacia moléculas objetivo. Gracias a su
versatilidad y capacidad de reconocimiento, se perfilan como una prometedora
opcion para la busqueda de nuevos biomarcadores y potencial uso en el diagndéstico
de la enfermedad de Chagas.

Objetivo: Identificar biomarcadores potencialmente Gtiles para el diagnostico de la
enfermedad de Chagas en fase cronica utilizando la estrategia Bio-SELEX.

Metodologia: Este estudio fue observacional que involucré 4 grupos, cada uno con
18 muestras de suero. Se extrajeron proteinas de estas muestras para llevar a cabo
una estrategia modificada de SELEX, denominada Bio-SELEX. Luego, se aislaron
e identificaron las proteinas reconocidas por medio de Pull-Down y LC-MS/MS.
Finalmente se hicieron experimentos de Docking molecular para conocer la
interaccidén aptamero-proteina.

Resultados: Tras realizar el proceso de Bio-SELEX, se obtuvieron por NGS
204,132 secuencias de potenciales aptameros, de las cuales se seleccionaron las
cinco mas representativas, denominando a la primera como CH1. Se aislaron
bandas en dos grupos de muestras (extractos de proteinas y en sueros totales de
pacientes con EC) por Pull-Down y entre las proteinas identificadas por LC-MS/MS,
se destaco la subunidad alfa de ATPasa de T. cruzi como potencial biomarcador.
Se realiz6 Docking molecular entre el aptamero CH1 y la proteina, identificando
aminodcidos y nucleotidos criticos involucrados en la interaccion.

Discusién: La subunidad alfa de ATPasa fue la Unica detectada en ambos grupos
(extractos de proteinas y sueros individuales). Las ATPasas son esenciales para la
supervivencia y virulencia del parasito, lo que las convierte en posibles objetivos
diagnésticos y terapéuticos. El enfoque Bio-SELEX permitié la identificacion directa
de la subunidad alfa de ATPasa de T. cruzi pero se necesita mas investigacion para
su completa caracterizacion y comprender su funcién en el metabolismo celular del
parasito.

Conclusion: La identificacion directa de la subunidad alfa de la ATPasa mediante
el aptamero CH1 por Bio-SELEX abre potenciales usos diagndésticos, pero se
necesita mas investigacion para su completa caracterizacion y el disefio de posibles
herramientas diagnésticas.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; aptdmeros; biomarcadores, Bio-SELEX,
Trypanosoma cruzi, subunidad alfa de ATPasa.
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Abstract

Introduction: Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi, is
endemic in Latin America and occurs in two phases: acute and chronic. The chronic
phase is diagnostically challenging, prompting the search for new biomarkers to
enhance its detection. Aptamers, DNA or RNA molecules with high affinity and
specificity for target molecules, are considered a promising option for the discovery
of new biomarkers and potential use in Chagas disease diagnosis due to their
versatility and recognition capabilities.

Objective: To identify a potentially useful biomarker for the diagnosis of chronic
Chagas disease using Bio-SELEX.

Methodology: This study is an observational approach involving four groups, each
with 18 serum samples. Proteins were extracted from these samples to carry out a
modified SELEX strategy known as Bio-SELEX. Subsequently, proteins recognized
by pull-down were isolated and identified using LC-MS/MS. Finally, molecular
docking was performed to understand the aptamer-protein interaction.

Results: After conducting the Bio-SELEX process, 204,132 sequences of potential
aptamers were obtained by NGS, of which the top five most representative were
selected, with the first one named CH1. Bands were isolated in two groups of
samples (protein extracts and total sera from chronic Chagas disease patients) by
pull-down, and among the proteins identified by LC-MS/MS, the alpha subunit of T.
cruzi ATPase stood out as a potential biomarker. Molecular docking was performed
between aptamer CH1 and the protein, identifying critical amino acids and
nucleotides involved in the interaction.

Discussion: The alpha subunit of ATPase was the only one detected in both groups.
ATPases are essential for the parasite's survival and virulence, making them
potential diagnostic and therapeutic targets. The Bio-SELEX approach allowed for
the direct identification of the alpha subunit of T. cruzi ATPase, but further research
is needed for its complete characterization and understanding of its function in the
parasite's cellular metabolism.

Conclusion: The direct identification of the alpha subunit of ATPase using CH1
through Bio-SELEX opens up potential diagnostic applications, but further research
is required for its complete characterization and comprehension of its role in energy
acquisition within the parasite's cells.

Keywords: Chagas disease; aptamers; biomarkers; Bio-SELEX; Trypanosoma
cruzi; alpha subunit of ATPase.
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1. Formulacion del problema

1.1.Planteamiento problema

El parasito protozoario Trypanosoma cruzi (T.cruzi) es reconocido como el agente
causante de la enfermedad de Chagas (EC), una infeccion sistémica cronica. La EC
se caracteriza por su amplia diversidad de modos de transmision. Entre ellos, el
principal mecanismo de transmision es a través de un insecto vector, siendo mas
de 150 especies de triatominos las implicadas en la propagacién de la enfermedad.
Ademas, la transmision puede ocurrir de madres a hijos (vertical o congénita),
mediante la transfusion de hemoderivados y el trasplante de tejidos no controlados,
asi como por la ingesta de alimentos contaminados, especialmente zumos de frutas
0 por ingesta directa de sangre de animales infectados (1).

La transmision vectorial se lleva a cabo a través de vectores hematéfagos
pertenecientes a la subfamilia Triatominae, de la familia Reduviidae. La subfamilia
de Triatominae incluye alrededor de 140 especies, clasificadas en 5 tribus
(Triatomini, Rhodniini, Alberproseniini, Bolboderini y Cavernicolini) y 15-17 géneros.
Dentro de estas tribus, las especies mas relevantes en términos epidemioldgicos se
encuentran principalmente en las tribus de Rhodniini y Triatomini. Triatoma
infestans, ampliamente distribuido en el sur de Sudamérica, Rhodnius prolixus en el
norte de Sudamérica y América Central (excepto Panamd), y T. dimidiata en
Ecuador, Perq, asi como en varios paises de América Central y el sur de México,
son considerados como las especies mas importantes en la transmision de la
enfermedad (1, 2) (figura 1).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que aproximadamente
75 millones de personas en el mundo estan en riesgo de contraer la EC, y se
estiman alrededor de 6 millones de infecciones actualmente (3). La enfermedad es
endémica en el continente americano, siendo Argentina, Brasil, México y Bolivia los
de mayor prevalencia (3).

En el contexto especifico de Colombia, se report6 en el afio 2019 que alrededor de
8 millones de personas estaban en riesgo de adquirir la infeccién, y se estimaba que
entre 700.000 y 1.200.000 personas ya estaban infectadas (4, 5). La distribucion de
la infeccion por T. cruzi en Colombia se observa principalmente en los
departamentos de Cundinamarca, Santander, Norte de Santander, Boyaca,
Casanare, Arauca, asi como en algunas comunidades ubicadas en la Sierra Nevada
de Santa Marta (4).

En Colombia, la transmisién congénita de la enfermedad de Chagas ha sido
identificada como una de las principales vias de adquisicién de la enfermedad.
Segun datos de la OMS, se reporta un promedio de 1.000 casos adquiridos por
transmision congénita cada afo en el pais (6). Ademas, se estima que alrededor de
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100.000 mujeres en edad fértil, entre los 15 y los 49 afos, padecen la EC en

igi : i
M. phyl/osomn R. pro/m S ' A
(and closely e - T macu!ala
related species) ! i
Lharer R.robustus
P. geniculotus  (and some other_

Rhodnius sp.)

.

I. dimidiata

T. pseudomaculata

N P. megistus

T. sordida

Figura 1. Mapa de las regiones endémicas de Chagas en América Central y del Sur que muestra las
respectivas asociaciones con las 14 especies de vectores mas importantes.

Fuente: tomada sin modificaciones de Patterson & Guhl. Geographical Distribution of Chagas
Disease. 2010. (7)

Es importante resaltar que el tamizaje durante los controles prenatales para la EC
en Colombia se limita a las mujeres embarazadas que residen en municipios
endémicos o que provienen de zonas donde han estado expuestas a los vectores
(8). Esta estrategia de tamizaje enfocada en un grupo especifico de la poblacion
podria subestimar el nUmero real de casos por transmision vertical, ya que no se
realiza a la poblacion en general. Esto plantea un desafio tanto en los paises
endémicos como en aquellos no endémicos, donde migran y residen mujeres en
edad fértil que pueden ser portadoras de la infeccion (6, 8).

En Colombia entre el 2012 y el 2019, aproximadamente el 40% de los nuevos casos
de EC agudo ocurrieron en brotes de transmision oral de la infeccion. Desde el 2008
al 2019 se han presentado 21 brotes por transmisién oral en los departamentos de
Santander, Casanare, Cesar, Meta, Bolivar, Antioquia, Choc6 y Atlantico; los
recientes brotes por transmisién oral aumentaron la tasa de letalidad para 2019
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hasta casi un 8%, posicionandolo por encima de otras enfermedades de transmision
vectorial como dengue y malaria (9).

La pandemia por SARS-CoV-2 ha tenido un impacto negativo en los programas de
salud publica a nivel territorial y se ha reflejado en diversos aspectos, como el
reajuste de los equipos de salud y la reasignacion del personal para hacer frente a
la emergencia sanitaria. Esto ha resultado en un acceso limitado o reducido a los
servicios de salud por parte de la poblacidn, en la imposibilidad de implementar
estrategias de salud publica que son fundamentales para abordar los problemas de
salud prioritarios y en garantizar el derecho fundamental a la salud. El programa de
EC no ha escapado de esta realidad y se ha visto directamente afectado, debilitando
la capacidad de brindar una atencion integral a los pacientes. Es importante
destacar que, desafortunadamente, no se cuentan con datos concretos sobre los
brotes de transmisién durante el periodo de la pandemia y postpandemia, que
abarca los afios comprendidos entre 2020 y 2022. Esta falta de informacién dificulta
el andlisis preciso de la situacion epidemiolégica y la toma de decisiones
fundamentadas en base a datos concretos (10).

La EC, puede ser asintomatica o presentar sintomas inespecificos como malestar
general y fiebre prolongada, principalmente en la fase aguda de la enfermedad. Sin
embargo, las manifestaciones clinicas pueden variar segun la etapa de la
enfermedad y la forma de presentacion. En la fase cronica, la cardiopatia chagasica
cronica (CCC) representa la manifestacion mas grave de la enfermedad y afecta
aproximadamente al 30% de los pacientes infectados por el parasito T. cruzi. La
CCC se caracteriza por la presencia de anomalias en el ritmo cardiaco, alteraciones
en la conduccién eléctrica del corazén y la aparicion de episodios tromboembadlicos.
Estas complicaciones se asocian con una alta mortalidad, siendo responsable de
aproximadamente 50.000 muertes anuales a nivel mundial (11).

El diagnostico de la EC en su fase aguda se lleva a cabo mediante la identificacion
de las formas parasitarias tripomastigotes en sangre, utilizando técnicas de
microscopia como fresco, métodos de concentracidén o gota gruesa. Sin embargo, a
medida que la enfermedad evoluciona hacia la fase crénica, tanto sintomética como
asintomatica, los niveles de parasitos circulantes disminuyen rapidamente,
volviéndose practicamente indetectables por la mayoria de los métodos utilizados
en la actualidad. Por lo tanto, la observacion directa de las formas parasitarias por
microscopia no es suficiente para el diagnostico de la EC en fase crénica. En esta
etapa de la enfermedad, el diagnéstico se basa en pruebas inmunoserolégicas que
permiten la deteccion de anticuerpos contra el parasito en la sangre de los
pacientes. Sin embargo, una sola prueba no es suficientemente sensible ni
especifica para confirmar el diagnostico de manera definitiva, en consecuencia,
para confirmar el diagnoéstico, el Instituto Nacional de Salud en la “guia para la
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vigilancia por laboratorio del Trypanosoma cruzi” en el afio 2017 (12) recomendo
realizar al menos dos pruebas serolégicas de principio antigénico diferente, para
aumentar la sensibilidad y la especificidad del diagnéstico. Dos técnicas
frecuentemente utilizadas son el enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) y la
prueba de anticuerpos inmunofluorescentes. El ensayo de ELISA se recomienda
como el método inicial, y si el resultado es positivo, se debe llevar a cabo una
segunda prueba, generalmente la inmunofluorescencia indirecta (IFl), para
confirmar el diagnéstico. Si ambas pruebas concuerdan en sus resultados, ya sea
positivas 0 negativas, la probabilidad de un diagnéstico preciso supera el 95%. En
caso de discrepancia entre las pruebas, especialmente si la segunda prueba es
negativa, se debe realizar una tercera prueba utilizando un principio o antigeno
diferente (13).

Se estima que menos del 10% de las personas afectadas por la EC en el continente
americano han sido diagnosticadas, y apenas aproximadamente el 1% de los
individuos afectados ha tenido acceso al tratamiento antiparasitario, el cual es
efectivo principalmente durante la fase aguda y en inicios de la fase cronica de la
enfermedad (3).

Tras el tratamiento, es comun observar una disminucion en la deteccion de
anticuerpos especificos contra el parasito T. cruzi en las pruebas seroldgicas. Esta
disminucién indica una respuesta inmunoldgica reducida hacia el patégeno, lo que
lleva a establecer el estado seronegativo del paciente. En otras palabras, la
deteccion de anticuerpos disminuye o puede ser escasa, l0 que sugiere que el
sistema inmunologico del paciente no esta respondiendo de manera tan activa como
antes al parésito T. cruzi. Esta condicion se ha convertido en el principal indicador
terapéutico empleado para evaluar la eficacia del tratamiento en los casos de EC.
No obstante, es importante destacar que se requiere un periodo de tiempo
prolongado hasta que los anticuerpos anti T. cruzi sean completamente
indetectables (14). Aunque la deteccion del material genético del parasito mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede indicar la falta de
éxito del tratamiento, su uso es limitado y no siempre permite evaluar el dafio en el
tejido cardiaco. Por tanto, resulta fundamental buscar nuevos biomarcadores que
reflejen la presencia del parasito en las células del huésped, la progresion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento en los pacientes. Asimismo, se requiere el
desarrollo de nuevas técnicas que mejoren la sensibilidad y especificidad del
diagnéstico en la fase crénica de la enfermedad, especialmente en poblaciones con
recursos econOmicos limitados y acceso restringido a servicios de salud
especializados, donde la infeccibn por T. cruzi es mas prevalente y afecta
principalmente a comunidades marginadas y desatendidas (15).
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Dentro de las nuevas técnicas para lograr un diagnostico y pronéstico mas preciso
en el ambito médico, se destacan los biomarcadores. Los biomarcadores son
moléculas que indican cambios biolégicos y/o bioguimicos medibles, y se utilizan
para observar la presencia, progresion o prondéstico de una enfermedad, su
evolucion, o la respuesta a un tratamiento. El término 'biomarcador’, que proviene
de la combinacion de 'bioldgico' y 'marcador’, abarca una amplia categoria de signos
médicos que pueden medirse con precision y reproducibilidad. Estos proporcionan
indicaciones objetivas sobre el estado médico de un paciente (16). A diferencia de
los sintomas médicos, que son las percepciones del paciente sobre su propia salud
o enfermedad, los biomarcadores son indicadores cuantificables. Existen diversas
definiciones de biomarcadores en la literatura, pero todas coinciden en que son
caracteristicas objetivas que reflejan procesos biolégicos normales, procesos
patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica. Estas
moléculas pueden variar y estar presentes tanto en el patdgeno como en el
huésped, especialmente en el caso de enfermedades infecciosas. Entre los
biomarcadores mas populares y utilizados se encuentran las proteinas y las
secuencias de ADN, debido a su capacidad para proporcionar informacién relevante
sobre el diagndstico y la evoluciéon de la enfermedad. Los biomarcadores brindan
informacion del estado de un individuo o una poblacion, y permite conocer a
profundidad diferentes aspectos de las enfermedades a nivel preventivo,
diagnéstico, y terapéutico, no solo en el desarrollo experimental de medicamentos
sino también en conocer la progresion de las enfermedades y la efectividad de los
tratamientos (17).

Los biomarcadores se clasifican en tres tipos distintos, que incluyen los
biomarcadores de exposicion, los cuales evallan la presencia de una sustancia
exdgena o la interaccion entre un agente externo y una molécula o célula especifica
en un organismo. Por otro lado, se encuentran los biomarcadores de efecto, que
evallan las alteraciones a nivel bioquimico o fisiolégico que ocurren en el organismo
como consecuencia de una enfermedad. Por ultimo, estan los biomarcadores de
susceptibilidad, los cuales indican la capacidad heredada o adquirida de un
organismo para responder a la exposicién a una sustancia extrafia (18).

La identificacion y validacion de nuevos biomarcadores constituyen un campo de
investigacion activo en la busqueda de herramientas mas precisas y eficientes para
el diagndstico y manejo de enfermedades, incluyendo las infecciosas (19).

En la EC se han propuesto varios biomarcadores con el objetivo de mejorar el
diagndstico y seguimiento de los pacientes. Entre ellos, se destacan biomarcadores
provenientes del parasito T. cruzi, como los antigenos de excrecidn/secrecion de
tripomastigotes (TESA). Estos antigenos incluyen proteinas transialidasas que
desempeiian un papel crucial en la penetracion del parasito en las células del
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huésped, estimulando asi la respuesta inmunolégica durante las fases aguda y
cronica de la enfermedad. Por otro lado, se han identificado biomarcadores
derivados del huésped, como el anti Tc-CA2, las vesiculas extracelulares (EVs), el
anti NGP32b y la IL-10. Estos biomarcadores permiten evaluar la interaccion entre
el parasito y el sistema inmunolégico del huésped. Asimismo, se han descrito
biomarcadores especificos de la CCC, como el MicroRNA-208a, miR-223-5p, miR-
19a-3p, miR-21-5p, miR-29b-3p, miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-208a, miR-208b,
miR-21, miR-146a, IP-10, PDGF-BB, metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2), MMP-
9, CAPS5.5, y el péptido natriurético cerebral N-terminal (NTproBNP), entre otros.
Estos biomarcadores estan asociados con la presencia y progresion de la
enfermedad cardiaca en pacientes con EC. Ademas, se han identificado
biomarcadores que pueden ser utilizados para evaluar la eficacia del tratamiento,
como los linfocitos CD8+ T, el F2/3-ELISA, el ELISA-F29, IgG1, la apolipoproteina
A-1 y la fibronectina. Estos biomarcadores ofrecen informacion valiosa sobre la
respuesta del paciente al tratamiento y pueden ser Utiles para ajustar las estrategias
terapéuticas en casos de EC (figura 2) (20-22).

T. Cruzi Huésped Cardiopatia chagdsica Eficacia al tratamiento
+  TESA *  Anti-Tc-CA2 *  MicroRNA-208a + CD8+ T lymphocytes
DNA ¢ Evs *  Syndecain-4 «  F2/3-ELISA
*  Anti-NGP32b *  MMP-2, MMP-9 +« ELISA-F29
* IL-10 ¢ P-selectin « IgG1
« MIAT + gPCR
*  miR-223-5p, miR-19a-3p, miR-21- + Apoalipoprotein A-I
5p and miR-29b-3p, miR-1, miR-  +  Fibronectin

133a, miR-133b, miR-208a and
miR-208b, miR-21 and miR-146a
IP-10 and PDGF-BB

IL-12, IFN-y , IL-6 and IL-1
CAP5.5

NTproBNP

s s .

Figura 2. Representacion visual de los biomarcadores detectados en: parasito, hospedero,
cardiomiopatia chagasica y seguimiento de la eficacia al tratamiento.

Fuente: tomado sin modificaciones de Morales M, et al. Biomarkers for the Diagnosis, Treatment
Follow-Up, and Prediction of Cardiac Complications in Chagas Disease. Recent advances. 2023 (22)
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La EC en su fase crénica plantea una problematica importante en el diagnaostico, lo
cual ha llevado a buscar alternativas para mejorar los métodos existentes y lograr
un diagnéstico rapido, econémico y que no requiera manipulacion especializada de
las muestras. Estas mejoras van desde la optimizacion de la sensibilidad y
especificidad de los procedimientos actuales hasta la busqueda de nuevas
biomoléculas capaces de detectar la infeccion a través de cambios fisioldgicos. En
este contexto, los aptdmeros han demostrado un gran potencial para el diagndstico
de enfermedades tanto infecciosas como no infecciosas. Los aptameros son
estructuras tridimensionales formadas por oligonucleotidos basados en ADN o ARN
monocatenarios, que exhiben una capacidad de unirse selectivamente a pequefos
ligandos moleculares o proteinas diana con una afinidad y especificidad en rango
pM a nM. Los aptdmeros son moléculas que pueden actuar como ligandos en
reconociendo una amplia variedad de blancos. Su capacidad de interaccion
especifica les permite actuar como inhibidores enzimaticos para el tratamiento de
enfermedades, como guias en sistemas de liberacion de medicamentos dirigidos a
células especificas, y como herramientas de diagndstico para la deteccion de
biomarcadores en enfermedades y procesos biolégicos. También pueden ser
utilizados como detectores de sustancias dafinas en el medio ambiente y como
reguladores alostéricos en procesos enzimaticos. Ademas, los aptameros pueden
formar parte de nanoestructuras de ADN que facilitan la unién de moléculas y actian
como mediadores en la comunicacion intercelular (23). Su versatilidad y
propiedades de reconocimiento molecular han despertado un gran interés en el
campo de la investigacion bio-analitica. En este sentido, se plantea la posibilidad de
emplear los aptameros como herramientas para la identificacion de biomarcadores
en la EC, lo cual representa una perspectiva prometedora para mejorar el
diagnéstico y seguimiento de la enfermedad.

Para obtener los aptameros, se utiliza un método in vitro denominado SELEX
(Evolucién Sistematica de Ligandos mediante Enriquecimiento Exponencial). Este
proceso involucra rondas sucesivas de incubacion de la molécula objetivo con una
poblacion de oligonucleétidos que cuentan con regiones constantes a las cuales se
unen oligonucleétidos especificos previamente disefiados para su amplificacion por
PCR y una region aleatoria central (10-80 nucleétidos) que le brinda la capacidad
de adoptar estructuras 3D unicas (figura 3).

Regidn constante Region constante

Figura 3. Representacion visual de la estructura de las secuencias de oligonucledtidos candidatas
para su implementacion en la estrategia SELEX.
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Durante la primera ronda de seleccidn, se emplea una biblioteca de oligonucleétidos
altamente diversa (4'° — 48 millones de secuencias), compuesta por secuencias
aleatorias de longitud constante y secuencias conservadas en sus extremos. Las
moléculas de esta biblioteca adoptan diversas conformaciones tridimensionales
dependiendo de su secuencia y de las condiciones experimentales, como el pH, la
temperatura y la fuerza ionica, lo que produce una poblacion de aptdmeros con
estructuras distintas. A medida que avanza el proceso de seleccion, se eliminan los
oligonucledtidos que no se unen a la molécula objetivo, mientras que aquellos que
si lo hacen son recuperados y amplificados mediante PCR. La poblacion resultante,
enriguecida en aptameros con alta afinidad y especificidad hacia la molécula
objetivo, se somete a rondas adicionales de seleccion, donde es posible ajustar las
condiciones experimentales para aumentar la proporcién de aptameros con mejores
propiedades de reconocimiento. Finalmente, los aptdmeros individuales son
identificados mediante secuenciacion (24, 25).

1.2. Justificacién

La EC representa un desafio significativo en salud publica, especialmente en
América Latina, incluyendo a Colombia, donde se han identificado zonas altamente
endémicas y cepas naturalmente resistentes (26-30). Abordar esta problemética y
contribuir a su diagndstico y seguimiento efectivo ha sido el motor impulsor de este
proyecto de investigacion.

En este contexto, surge la pregunta de cémo se podrian mejorar los métodos de
diagnéstico y seguimiento de la EC en Colombia. A lo largo de los ultimos afios, se
ha observado un creciente interés en los biomarcadores como herramientas que
pueden revolucionar la medicina al proporcionar diagnosticos y prondsticos mas
precisos. En particular, este trabajo de investigacién se enfoca en el uso de
aptameros como una alternativa prometedora en comparacion con las técnicas
convencionales (31).

La innovacion detras de este trabajo radica en la versatilidad y eficacia de los
aptameros como moléculas de reconocimiento. Estas herramientas bio-analiticas
se producen en el laboratorio, lo que permite un control preciso y la posibilidad de
realizar modificaciones quimicas para mejorar su estabilidad. Ademas, los
aptameros son capaces de reconocer una amplia gama de blancos, tanto
inmundégenos como no inmunogenos, ampliando su potencial aplicacion en la
investigacion y el diagndstico (24).

Su estabilidad a altas temperaturas garantiza la viabilidad durante el
almacenamiento y transporte, y la capacidad de renaturalizaciébn es una ventaja
adicional. A diferencia de los receptores basados en anticuerpos, los aptameros de
acidos nucleicos son facilmente amplificables mediante PCR y pueden ser
producidos por sintesis quimica. Ademas, pueden ser modificados para resistir la
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degradacion enzimatica y se pueden inmovilizar en sustratos solidos para diversas
aplicaciones. Lo mas importante es que la obtencidon de aptameros no requiere
modelos bioldgicos ni inmunizacion in vivo, lo que minimiza las variaciones entre
lotes y reduce significativamente los costos de produccién (24).

Finalmente, conociendo la ventaja de los aptameros sobre las actuales técnicas de
deteccion, se hace de gran importancia seguir aumentando el trabajo investigativo
de estas nuevas moléculas y determinar su posible implementacion como potencial
técnico de tamizaje, diagnéstico y seguimiento terapéutico en diferentes
enfermedades, en este caso, en la EC.

El objetivo fundamental de nuestro trabajo es avanzar en la investigacion de estas
nuevas moléculas y explorar su posible implementacibn como herramienta de
tamizaje, diagnostico y seguimiento terapéutico en la EC, especialmente en el
contexto colombiano. Nuestro proyecto se desarrolla en el marco de la continuidad
del proyecto de minima cuantia INV22021.024, financiado por la Universidad CES
y programado para finalizar en noviembre de 2022. En dicho proyecto se disefié una
biblioteca de oligonucledtidos para la deteccion de biomarcadores en muestras
biolégicas de pacientes con EC, excluyendo aquellos presentes en sueros de
pacientes de leishmaniasis y controles sanos. En este estudio, se llevo a cabo la
identificacion de los biomarcadores presentes en estas muestras, asi como el
desarrollo de un prototipo de prueba diagnostica para la EC. Ademas, se conté con
el apoyo del Banco de la Republica, proyecto #5.083, el cual permitio dar
continuidad a los experimentos previos realizados en el proyecto de minima cuantia.

Para llevar a cabo esta investigacion, se trabajé en el laboratorio del Instituto
Colombiano de Medicina Tropical, un centro con amplia experiencia en la seleccién
y obtencion de aptameros especificos. El laboratorio cuenta con la capacidad
técnica y cientifica necesaria para llevar adelante esta investigacion propuesta.

1.3.Pregunta de investigacion

¢, Pueden los aptameros obtenidos a través de la técnica de Bio-SELEX identificar
un biomarcador directamente en sueros de pacientes con enfermedad de Chagas
en fase cronica?
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2. Marco tedrico y conceptual

2.1.Referentes conceptuales

La EC, también conocida como tripanosomiasis americana o mal de Chagas, fue
nombrada en honor a Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico e investigador
brasilefio que la describié por primera vez en 1909. Se trata de una enfermedad
parasitaria antropo-zoonética causada por el protozoo parasito T. cruzi. La EC tiene
una mayor prevalencia en las regiones rurales de Norte, Centro y Suramérica, y se
transmite a los seres humanos a través de diversas vias. La via vectorial, en la que
los triatominos hematofagos son los principales vectores, ha sido ampliamente
estudiada. Sin embargo, también se conocen otras formas de transmision, como la
transfusion de sangre infectada, la transmision congénita y la ingestion de alimentos
o bebidas contaminados con heces del vector que contienen la forma infectiva del
parasito (figura 2) (5). Los reservorios mamiferos mas comunes incluyen zorros,
perros, gatos, murciélagos, armadillos, marsupiales, roedores, primates, toros, entre
otros.(32).

EC es endémica en 21 paises del continente americano, desde el sur de Estados
Unidos, hasta Argentina y Chile, en los cuales aproximadamente 75 millones de
personas estan en riesgo de contraer la enfermedad, afectando alrededor de 6
millones de personas, y registrando finalmente en promedio, 30.000 casos nuevos
al afo, 12.000 muertes y casi 9.000 recién nacidos infectados por via congénita
(13).

El avance del conocimiento sobre la enfermedad de Chagas en Colombia ha estado
marcado por varios logros. En 1929, César Uribe Piedrahita descubri6 la presencia
de T. cruzi y Trypanosoma rangeli en ejemplares de Rhodnius prolixus en el
departamento del Tolima (33), lo que fue un importante hallazgo en la comprensién
de la enfermedad. Posteriormente, en 1990, el trabajo de Augusto Corredor Arjona
et al. del Instituto Nacional de Salud sobre la distribucion de los triatominos
domiciliarios en Colombia permiti6 obtener un conocimiento mas claro sobre la
distribucion de los principales vectores de T. cruzi en el pais (34). Esto fue
fundamental para el disefio de estrategias de control y prevencion.

En 1995, se emitio el Decreto 1738, que establecio la obligatoriedad del tamizaje de
la infeccion por T. cruzi en todos los bancos de sangre del pais. Esta medida ha
sido crucial para prevenir la transmision de la enfermedad a través de transfusiones
sanguineas. Sin embargo, es importante mencionar que aun existen desafios en
cuanto a la deteccion temprana y el acceso universal a pruebas diagndsticas
precisas (35). En la actualidad, el tamizaje de la enfermedad de Chagas en los
bancos de sangre ha alcanzado una cobertura del 100%, logrando identificar una
prevalencia de aproximadamente el 0,3% en las unidades de sangre analizadas.
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Este logro representa un avance significativo en la deteccion temprana de la
enfermedad y marca un importante logro en la lucha contra la transmision de
Chagas mediante transfusiones sanguineas (36).

En 1996, se formulé el “Programa Nacional de Prevencion y Control de la
Enfermedad de Chagas” en Colombia por iniciativa del Ministerio de Salud y
participacion de centros de investigacion nacionales con experiencia en la patologia,
el cual permitio6 evaluar la infestacion domiciliaria por triatominos y la
seroprevalencia en menores de edad en varios departamentos del pais. Esto
proporcion6 informacion valiosa para dimensionar el problema y focalizar las
intervenciones. No obstante, es necesario fortalecer la continuidad y sostenibilidad
de las acciones en el tiempo, asi como mejorar la cobertura y calidad de los servicios
de atencion y tratamiento para los afectados por la enfermedad (37).

El ingreso de Colombia al Convenio Hipdlito Unanue en 1997 permitio fijar
compromisos para el control de la transmisién vectorial y transfusional de la
tripanosomiasis americana en la region andina. Esto ha impulsado acciones
coordinadas entre los paises participantes, pero es necesario seguir fortaleciendo
los esfuerzos regionales para lograr una interrupcion sostenible de la transmision
(38).

En el 2013, en la resolucion 1841 del Plan Decenal de Salud Publica reconocio la
EC como un problema de salud publica priorizado en Colombia. Esto ha permitido
establecer metas concretas para lograr la certificacion de la interrupcién de la
transmision y la reduccién de la letalidad por casos agudos. Ademas, se asignaron
recursos para la implementacion de acciones de prevencion, control y atencion. Sin
embargo, aun existen desafios en la implementacion efectiva de estas metas y en
la integracion de la enfermedad de Chagas en las politicas de salud a nivel nacional
y territorial (36).

A pesar de los avances significativos en la prevencién y control de la enfermedad
de Chagas, la atencion médica a las personas infectadas se ha quedado rezagada
debido a las dificultades diagndsticas y terapéuticas que conlleva esta parasitosis
sistémica. A nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud reconoci6 la
enfermedad de Chagas como una enfermedad tropical desatendida en 2005 y
establecio cinco objetivos especificos para el periodo de 2021 a 2030. En Colombia,
se ha logrado avanzar en los objetivos relacionados con la interrupcion de la
transmision vectorial domiciliaria y transfusional, sin embargo, aun existen desafios
pendientes en los objetivos de interrupcién de la transmisién por trasplante de
organos, eliminacion de la enfermedad de Chagas congénita y suministro del
tratamiento antiparasitario a la poblacion elegible. Es alentador el progreso en la
eliminacion de la transmision congénita a través de iniciativas como el proyecto
CUIDA Chagas, respaldado por los ministerios de salud de varios paises y con la

24



colaboracién activa de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS.
Estos logros han impulsado el conocimiento y control de la enfermedad en
Colombia, pero se debe seguir consolidando el control de la enfermedad congénita,
ampliando el acceso al diagnéstico y tratamiento, implementando estrategias de
control en otras regiones del pais y abordando la transmisién por vectores y
transmision oral con una aproximacion integral (36).

En los dltimos afios, la globalizacién y los viajes intercontinentales han contribuido
a la propagacion de la EC mas alla de Latinoamérica. Casos de la enfermedad se
han registrado en Europa, Estados Unidos, Canada, Australia, Japon, Francia,
Suiza, Inglaterra y Espafa, principalmente entre personas de origen
latinoamericano que contrajeron la infecciébn en areas endémicas (figura 4). Es
importante destacar que la presencia del vector se limita al continente americano.
Aunque la EC no se ha notificado en Africa, el continente enfrenta la tripanosomiasis
africana, también conocida como enfermedad del suefio, transmitida por moscas
tsétsé infectadas con el parasito Trypanosoma brucei gambiense o Trypanosoma
brucei rhodesiense, afectando principalmente a la poblacién rural con
manifestaciones clinicas distintas a la EC (8).
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Figura 4. Distribucién mundial de la enfermedad de Chagas.

Nota: Basado en estimaciones oficiales de 2006 a 2010.
Fuente: imagen obtenida de: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx
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2.2.Generalidades y ciclo de vida de T. cruzi

T. cruzi es un protozoario flagelado que pertenece a la clase Zoomastigophora, al
orden Kinetoplastida, a la familia Trypanosomatidae y al género Trypanosoma,
especificamente al subgénero Schizotrypanum. Este parasito intracelular presenta
un ciclo biologico que se desarrolla en dos fases distintas, una en los hospedadores
y otra en los insectos transmisores, también conocidos como vectores. En el
hospedero, T. cruzi adopta la forma de tripomastigote en el sistema
reticuloendotelial, mientras que en los tejidos se transforma en la forma amastigote.
En el insecto transmisor, se encuentra en las formas de epimastigote y
tripomastigote metaciclico (39) (figura 5).

a)amastigote

)

b) epimastigote

I

c) tripomastigote

Figura 5. Localizacion y morfologia de T. cruzi en sus diferentes estadios. a) amastigotes en los
tejidos del huésped vertebrado. b) epimastigotes en el intestino medio del vector y en cultivo axénico.
¢) tripomastigotes metaciclicos en intestino y las heces del vector. n: ndcleo, c: kinetoplasto.

Fuente: tomada sin modificaciones de Pefa-Callejas, G. et al. Chagas Disease: Biology and
Transmission of Trypanosoma cruzi. 2022 (40)

T. cruzi posee una mitocondria Unica que se extiende a lo largo de su estructura
celular. La matriz mitocondrial alberga un segmento compuesto por ADN circular
extranuclear, conocido como kinetoplasto, el cual contiene mdltiples copias del
genoma mitocondrial. El kinetoplasto se compone de dos tipos de ADN circular: los
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maxicirculos, aproximadamente 25 en nimero y con un tamafio de alrededor de 23
kilobases (kb), que contienen genes responsables de la produccion de adenosina
trifosfato (ATP); y los minicirculos, alrededor de 5000 en cantidad y con un peso
aproximado de 1 kb, que contienen secuencias que codifican para los ARN guia
necesarios en el proceso de edicion o "editing" de los transcritos mitocondriales (41).

T. cruzi presenta diversas estructuras fundamentales para su supervivencia y
proliferacion tanto en el vector como en el huésped. En primer lugar, destaca su
flagelo, que se extiende desde el bolsillo flagelar y otorga al parasito movilidad,
especialmente en las formas de epimastigotes y tripomastigotes (42). Ademas, el
parasito cuenta con organelos clave en su adaptacion metabdlica a diferentes
entornos durante su ciclo de vida. Los glicosomas desempefian un papel crucial al
funcionar como compartimentos donde se lleva a cabo la glicélisis (43). Por otro
lado, los acidocalcinomas son organelos capaces de almacenar calcio, magnesio,
sodio, potasio, zinc, hierro y pirofosfato inorganico, desempefiando un papel vital en
la homeostasis del pH y la osmorregulacién. La vacuola contractil, compuesta por
varios tubulos, también contribuye a la regulacion del volumen celular bajo
condiciones de estrés hiposmotico (44, 45). Por ultimo, los reservosomas son
igualmente relevantes en el metabolismo parasitario, ya que actian como organelos
de reserva energética y almacenan macromoléculas utilizadas posteriormente en
los procesos de transformacion del parasito (46) (figura 6).

En los seres humanos, el parésito T. cruzi se localiza con mayor frecuencia en las
células reticuloendoteliales del bazo, higado, ganglios linfaticos y miocardio. Los
insectos triatominos son los principales transmisores o vectores de la enfermedad,
destacdndose especies como Triatoma infestans, Rhodnius prolixus vy
Panstrongylus megistus. El ciclo de vida del parasito en el vector se desarrolla en el
intestino, donde atraviesa una transformacion desde la forma tripomastigote hasta
el tripomastigote metaciclico, que es la forma eliminada a través de las heces y que
resulta infecciosa para los seres humanos y otros animales hospederos. En cuanto
a los animales mamiferos domeésticos, los hospederos mas relevantes son los
perros, los gatos y las cobayas, mientras que entre los mamiferos silvestres, se
encuentra con mayor prevalencia en comadrejas, armadillos y roedores (47).
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Figura 6. Representacion esquemética de los organelos de: A) amastigote de T. cruzi. B)
epimastigote de t. cruzi. C) tripomastigote de t. cruzi.

Fuente: tomada sin modificacion de Chi, Buenfil, and Tomas Jafed. Foto-inactivacion del parasito
Trypanosoma cruzi mediante el uso de luz visible. 2021 (48)

En el intestino del vector, las heces y la sangre periférica de humanos y ratones se
han identificado los tripomastigotes, que presentan una forma fusiforme, en C 0 en
S, con una longitud de aproximadamente 20 um y un ancho de 2 um (49). Estos
parasitos poseen un nucleo ovalado ubicado en la parte media del cuerpo, seguido
por el kinetoplasto, una estructura que se extiende hacia un flagelo que se proyecta
en la parte anterior del parasito. En el citoplasma, se encuentran numerosos
ribosomas y una Unica mitocondria crestada cerca del kinetoplasto, donde el
genoma del parasito se encuentra compactado (50).

Inicialmente, el parasito infecta a los fagocitos y luego se dirige a las células
musculares, cardiacas, intestinales y esqueléticas. En esta etapa, acorta su flagelo
y adopta una forma intracelular conocida como amastigote. Los amastigotes son
esféricos, con un didmetro de 2-5 uM, poseen un nucleo redondo y un kinetoplasto
en forma de barra. Estos amastigotes se encuentran exclusivamente dentro de las
células, donde inician su proceso de multiplicacion y proliferacion a través de la
fusién binaria, formando racimos hasta que la célula se llena de parasitos. Luego,
la célula se rompe vy libera las formas parasitarias al espacio extracelular, donde se
transforman en tripomastigotes para invadir otras células y repetir el ciclo (50) (figura
6).
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Figura 7. Representacion esquematica de las vias de transmisién y las fases de la EC.

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Biomarkers for the Diagnosis, Treatment
Follow-Up, and Prediction of Cardiac Complications in Chagas Disease. Recent advances. 2023 (22).

Finalmente, el vector adquiere el parasito al ingerir sangre infectada proveniente de
seres humanos u otros mamiferos que albergan al parasito. Una vez que el
triatomino ingiere la sangre contaminada, en su intestino se forman los
epimastigotes, que son formas alargadas con un tamafio aproximado de 12 um de
largo y 2 um de ancho. Estos epimastigotes tienen un nucleo ovalado y un
kinetoplasto del cual se desprende un flagelo que se proyecta en el extremo anterior
del parasito (51). En las glandulas anales de las zariglieyas (Didelphis sp.), que son
un reservorio del parasito, el T. cruzi evade la respuesta inmune y tiene la capacidad
de multiplicarse a nivel extracelular, de manera similar a lo que ocurre en el intestino
de los vectores. Esto convierte a las zariglieyas en un reservorio de gran relevancia
epidemiolégica en la erradicacion del parasito, ya que sus heces pueden
potencialmente infectar a los seres humanos (52).

Para avanzar en la lucha contra el T. cruzi, ha sido de vital importancia investigar y
comprender su genoma. Esto nos ha permitido detectar que el parasito tiene una
conformacion diploide y que la mitad de su secuencia consiste principalmente en
repeticiones de transposones y genes codificantes para proteinas y moléculas de
superficie. Esta naturaleza ha facilitado la implementacion de biomarcadores que
nos ayudan a comprender la diversidad biol6gica, bioquimica y molecular del
pardsito, asi como su interaccion con los hospederos. Aunque la diversidad del
genoma de T. cruzi es ampliamente reconocida, aun no se comprende
completamente. La infeccibn por este parasito esta influenciada por diversos
factores, como los genéticos del parasito, los factores genéticos e inmunolégicos de
los hospederos e incluso la presencia de infecciones mixtas con diferentes cepas
de T. cruzi (53). Actualmente se han identificado seis Unidades Discretas de
Tipificacion (DTUs, por sus siglas en inglés) denominadas de Tcl a TcVI (27). Tcl se
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considera la DTU mas antigua y homogénea (mayor similitud genética entre sus
miembros), con un origen principalmente silvestre y asociada a la familia de los
marsupiales. Esta DTU es la mas comun en la regibn amazénica y Centroameérica,
y también se ha observado su presencia en ciclos domeésticos en Colombia,
Venezuela y otros paises de Centroameérica, asi como en ciclos selvaticos en la
Amazonia. Tcll, por otro lado, es una poblacion mas heterogénea y abundante en
la zona sur de América, y se asocia principalmente con roedores caviomorfos y
primates. Tclll es una poblacién asociada principalmente con transmision enzootica,
presente en mamiferos terrestres y excavadores, y al igual que TclV, es menos
comun y se asocia principalmente con transmision selvatica, habiéndose registrado
muy pocos casos de infeccion en humanos. La TcV, también conocida como cepa
boliviana, y TcVI, conocida como cepa paraguaya, estan asociadas principalmente
con la transmision doméstica y se encuentran en humanos y vectores en el Cono
Sur de América (32) (figura 8).
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Figura 8. Distribucién geogréfica de los DTUs de T. cruzi en el continente americano.

Fuente: tomada sin modificaciones de Patterson & Guhl. Geographical Distribution of Chagas
Disease. 2010. (7)
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Marcili, A. et al. en 2009 (54) identificaron en murciélagos brasilefios una cepa de
T.cruzi con patrones gendmicos que no se agrupaban en ninguna de las seis
clasificaciones antes mencionadas, por lo cual esta cepa fue nombrada Tcbat. El
origen y la implicacion de este Trypanosoma en la evolucion del Trypanosoma del
nuevo mundo (tripanosomiasis americana) y el Trypanosoma del viejo mundo
(tripanosomiasis africana) es controversial y requiere de mayor investigacion (55).

En T. cruzi los genes que codifican para proteinas se disponen en tandem en grupos
direccionales con polaridad de hebra llamados “Directional Gene Clusters o DGC” y
se transcriben como largos policistrones de 10-100 genes, los cuales no estan
relacionados entre si y se encuentran separados por secuencias cortas llamadas
regiones de cambio de hebra (Strand switch regions o SSR), donde el sentido de la
transcripcion diverge (inicio de transcripcion) o converge (terminacién de
transcripcion) (56).

Los ARN policistronicos son procesados por mecanismos de trans-splicing y
poliadenilacién para dar lugar a los ARN mensajeros. El trans-splicing es una
reaccion de empalme entre dos moléculas de ARN, donde los exones de dos
transcritos de ARN primarios diferentes se unen de extremo a extremo y se ligan.
Este proceso ocurre co-transcripcionalmente y es fundamental para la traduccién
correcta de los mensajeros (57, 58). Por otro lado, el proceso de poliadenilacion que
es la adicién de una cola poliA a los RNA mensajeros participa una endonucleasa
de restriccion que corta el pre-mensajero en su extremo 3’ y la enzima poliA
polimerasa incorpora adenosinas haciendo uso del ATP (59) (figura 9).

Los transcritos mitocondriales deben pasar por un proceso de maduracion que
involucra la adicion o delecién de residuos ribonucleétidos, especialmente de
uridinas, en un proceso denominado “editing” que va a generar cambios en las
secuencias codificantes del ARN mensajero dirigido por los ARN guias los cuales
son codificados en los minicirculos (60).
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Figura 9. Expresién génica en tripanosomatidos. Esquematizacion de la etapa de transcripcion y
procesamiento de los transcritos primarios.

Fuente: tomado sin modificaciones de Radio-Lalanne, S. Mecanismos regulatorios de familias
moduladas a nivel traduccional en Trypanosoma cruzi. 2019.

2.3.Formas de transmisioén
2.3.1. Transmisiéon vectorial

La transmision vectorial es ampliamente estudiada como la principal via de
propagacion de la enfermedad de Chagas. Los insectos triatominos, también
conocidos como "pitos" en las comunidades, desempeiian un papel crucial como
vectores en la transmision de la enfermedad a los seres humanos. Entre las
especies mas relevantes se encuentran el Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y
Triatoma dimidiata. Estos insectos, que se alimentan de sangre, contaminan la piel
y las mucosas del huésped con heces que contienen tripomastigotes metaciclicos.
Estos pardsitos ingresan al organismo humano a través de la herida causada por la
picadura del triatomino, generalmente debido al rascado o al contacto con la
conjuntiva ocular. Después de la exposicidn, se presenta un periodo de incubacién
que oscila entre 5y 15 dias aproximadamente (61).

2.3.2. Transmision oral

La enfermedad de Chagas puede transmitirse mediante el consumo de bebidas o
alimentos contaminados con heces de triatominos infectados o incluso con heces
de zarigleyas, que también eliminan las formas infectantes en sus heces. Otras
formas de transmisién incluyen la contaminacién de utensilios de cocina o la
manipulacion de cadaveres de mamiferos infectados. El periodo de incubacion varia
dependiendo de la forma de contagio. En el caso de la ingestion directa de sangre
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de animales infectados, el periodo de incubacion es de 3 a 22 dias, mientras que la
contaminacion por parasitos en las heces, generalmente a través de agua o
alimentos contaminados, tiene un periodo de incubacion de 10 a 20 dias
aproximadamente (62).

2.3.3. Transmision transfusional

Ocurre por la presencia de tripomastigotes vivos e infectantes en la sangre de los
donantes, normalmente provenientes de zonas endémicas y con un periodo de
incubacion de 30 a 40 dias después de la transfusion o trasplante (63).

2.3.4. Transmision vertical

Ocurre por el paso del parasito presente en la sangre de la madre infectada a través
de la placenta hacia el feto, con un periodo de incubacién que oscila entre los 4 y
los 9 meses de edad (64).

2.4.Fases de la enfermedad

La infeccion por T. cruzi se divide en dos fases: la fase aguda y la fase crénica.
Ambas fases pueden presentarse de forma asintomatica o potencialmente mortales,
siendo la fase crénica, en particular, mas desafiante para lograr un diagndstico
preciso (figura 6).

2.4.1. Fase aguda

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se presenta en las primeras semanas
0 meses tras la infeccién por T. cruzi. En la mayoria de los casos, esta fase es
asintomatica, aunque aproximadamente el 1 al 10% de los pacientes desarrollan
sintomas. Los sintomas caracteristicos incluyen fiebre, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, fatiga, cefalea y miocarditis. Si la infeccion ocurre a traves
de la conjuntiva ocular o por contacto accidental de las heces contaminadas con los
0jos, puede aparecer el signo de Romafia, que se caracteriza por la aparicién de
edema bipalpebral unilateral indoloro. Ademas, en el lugar de entrada del parasito
a través de la picadura del vector, puede desarrollarse una inflamaciéon llamada
chagoma, que se presenta como un nodulo subcutaneo indoloro. Aunque los
sintomas de la fase aguda tienden a resolverse por si solos en semanas 0 meses,
en algunos casos raros puede haber complicaciones graves como miocarditis o
meningoencefalitis, especialmente en pacientes inmunodeprimidos o en etapas
tempranas de la vida. La muerte durante la fase aguda es extremadamente rara. En
casos de transmision vertical o transmision oral en forma de brote, también se han
descrito mayores tasas de complicaciones agudas graves. La fase aguda se
considera hasta que la parasitemia detectada microscépicamente se vuelve
negativa (35).
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2.4.2. Fase indeterminada

La forma indeterminada es una fase cronica de la EC en la que no se presentan
manifestaciones clinicas. Esta etapa puede comenzar después de finalizar la fase
aguda y se caracteriza por la ausencia de sintomas o molestias. Puede durar de 10
a 20 afos e incluso prolongarse durante toda la vida, afectando al 70% de los
pacientes. El diagndstico en esta fase se confirma mediante pruebas seroldgicas
positivas de anticuerpos IgG en dos pruebas diferentes, sin la presencia de
manifestaciones clinicas, hallazgos electrocardiograficos compatibles con
cardiopatia chagasica crénica, y con estudios radiograficos normales del térax y del
sistema digestivo. En areas endémicas donde persiste la transmision vectorial,
estas personas actian como reservorios naturales de la infeccién por T. cruzi y
contribuyen al ciclo vital del parasito. Para su identificacion, se pueden realizar
encuestas epidemioldgicas y tamizajes seroldgicos, como los llevados a cabo en los
bancos de sangre (65).

2.4.3. Fase crdnica

Durante la fase cronica de la EC, pueden presentarse diversas manifestaciones
clinicas que pueden surgir décadas después de la infeccion inicial. Una de las
consecuencias mas significativas es la cardiomiopatia chagasica, que afecta
aproximadamente al 30% de los pacientes y puede causar arritmias, insuficiencia
cardiaca y aneurismas ventriculares. Ademas, se han observado alteraciones en el
tracto digestivo, como megaesoéfago y megacolon, que se manifiestan con dificultad
para tragar, dolor abdominal y estrefiimiento. Otros 6rganos como los nervios
craneales y periféricos, el higado, la médula 6sea y el sistema nervioso pueden
resultar afectados. También se ha reportado una mayor incidencia de cancer
esofagogastrico y manifestaciones neurolégicas como cambios cognitivos,
convulsiones y debilidad en un lado del cuerpo. Durante esta fase, los pacientes
pueden estar asintomaticos, pero un porcentaje variable experimentara
complicaciones tardias que pueden comprometer su salud y calidad de vida (35).

2.5. Métodos de diagnéstico
2.5.1. Métodos parasitolégicos directos

El diagnostico de la fase aguda de la EC se basa en métodos parasitologicos
directos que permiten la deteccion del parasito en la sangre del paciente. Estos
métodos incluyen el examen directo de sangre fresca, en el cual se observan
tripanosomas en movimiento mediante el uso de un microscopio de luz. Ademas,
se emplea el frotis 0 extendido de sangre periférica, donde se extiende una muestra
de sangre sobre una lamina y se busca la presencia de tripomastigotes metaciclicos
con su forma caracteristica. La gota gruesa es otra técnica utilizada, la cual permite
concentrar varias capas de sangre mediante coloraciones especificas, facilitando la
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identificacion del parasito. Asimismo, se recurre al microhematocrito o microstrout,
gue consiste en centrifugar una muestra de sangre para buscar tripomastigotes en
movimiento en la interfase entre el plasma y los glébulos rojos. Finalmente, se
emplea la técnica de concentracion de Strout, donde se centrifuga una muestra de
sangre sin anticoagulante para concentrar los parasitos en el sedimento y luego
realizar un montaje directo en fresco o un extendido para tincién. Estos métodos de
concentracion son altamente sensibles y se recomiendan cuando el examen en
fresco arroje resultados negativos. Es importante considerar el tiempo transcurrido
desde el inicio de los sintomas, ya que después de los 60 dias se dificulta la
deteccidn de parasitos mediante estas técnicas (35).

2.5.2. Métodos parasitologicos indirectos

El diagnéstico de la fase aguda de la enfermedad de Chagas también puede
realizarse mediante métodos parasitologicos indirectos, los cuales buscan mejorar
la sensibilidad al multiplicar los parasitos en un vector o en un medio de cultivo
adecuado. Estos métodos incluyen el xenodiagnéstico, el hemocultivo y la
inoculacién en animales de laboratorio con T. cruzi.

El xenodiagnostico implica alimentar a triatominos, vectores libres de infeccion
criados en el laboratorio, con sangre del paciente. Se recomienda tanto el método
natural, donde los triatominos se alimentan directamente del paciente, como el
método artificial, que utiliza sangre extraida por venopuncién y colocada en
recipientes con membranas finas de latex. Después de 30 a 60 dias de haber sido
alimentados, se examinan las heces e intestinos de los triatominos para detectar
tripomastigotes o epimastigotes de T. cruzi. Es importante tener precaucién para no
confundir con otras especies o tripanosomas similares. Ademas, se debe examinar
la hemolinfa y las glandulas salivales del insecto para detectar T. rangeli, otro
tripanosoma no patdgeno pero que puede generar errores en la lectura (66).

En el hemocultivo, se recolectan 3 mL de sangre con anticoagulante citrato de sodio
de pacientes sospechosos de estar infectados con T. cruzi. Esta muestra se
transporta a temperatura ambiente hasta el laboratorio, donde se siembra en tubos
de medio de Tobie y se realiza un seguimiento y observacion semanal durante seis
meses bajo microscopio invertido. Este método permite el aislamiento del parasito
y Su posterior mantenimiento en medios de cultivo. Se utilizan medios liquidos como
LIT (triptosa de infusion de higado) o BHI (infusion cerebro-corazon). El hemocultivo
es (til en el diagnéstico de Chagas congénito y en formas agudas de la enfermedad,
asi como para incrementar la concentracion de los parasitos y obtener antigenos
para el diagndstico serologico y molecular (66).

Estos métodos parasitolégicos indirectos presentan una sensibilidad similar a los
meétodos directos en la fase aguda, alcanzando el 100%, mientras que en la fase
cronica oscilan entre el 20% y el 50%.
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2.5.3. Métodos moleculares

El diagnéstico molecular de la EC se realiza mediante la técnica de amplificacion de
acidos nucleicos del parasito, conocida como PCR (Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa). Esta técnica permite amplificar fragmentos de ADN del parasito, como
los minicirculos del kinetoplasto u otros acidos nucleicos, y se puede aplicar en
diferentes muestras biolégicas, como sangre o heces de triatominos Se utilizan
distintos marcadores moleculares, como el kinetoplasto, la subunidad II del gen
mitocondrial del citocromo oxidasa y secuencias repetidas de ADN satélite. Sin
embargo, se ha observado que la sensibilidad de esta técnica puede variar debido
a los diferentes kits disponibles en el mercado. Durante la fase aguda, la PCR se
utiliza para confirmar la infeccion mediante la deteccion del parasito, mientras que
en la fase crénica, la PCR puede ser positiva en aproximadamente el 70% de los
casos, siendo el método mas sensible en comparacibn con las técnicas
parasitolégicas de concentracion como el microhematocrito y el Strout, que pierden
sensibilidad en esta etapa debido a la disminucion de la parasitemia (67).

2.5.4. Métodos serolbgicos

Los métodos serologicos consisten en la deteccidn de anticuerpos (IgM, IgG) en el
suero de los pacientes infectados con T. cruzi. El ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
utiliza anticuerpos antiinmunoglobulinas ligados a una enzima, que al reaccionar
con su sustrato genera un producto colorido. La inmunofluorescencia indirecta (1FI)
se basa en la unién de anticuerpos presentes en el suero del paciente con antigenos
de T. cruzi en una ldmina, y se revela mediante anticuerpos anti-inmunoglobulina
humana unidos a fluoresceina. La hemoaglutinacion indirecta (HAI) detecta
anticuerpos especificos que aglutinan los hematies sensibilizados con antigenos de
T. cruzi. El Western Blot consiste en separar los antigenos de T. cruzi, transferirlos
a una membrana y luego incubarla con suero del paciente. Se detectan los
complejos antigeno-anticuerpo y se utiliza para confirmar el diagnéstico en casos
de discordancia entre pruebas serolégicas previas o para descartar reacciones
cruzadas con otros protozoos. Estas pruebas ofrecen diferentes niveles de
sensibilidad y especificidad, y los resultados pueden requerir confirmacién en
laboratorios de referencia (67).

2.5.5. Pruebas rapidas

Las pruebas rapidas son inmunoensayos cromatograficos cualitativos que utilizan
antigenos recombinantes o péptidos sintéticos para detectar anticuerpos IgG anti T.
cruzi en plasma o suero humano. Estas pruebas tienen una sensibilidad y
especificidad reportadas entre el 92% y 100% y se recomiendan para la vigilancia y
el cribado de la enfermedad, aunque deben ser confirmadas con pruebas
convencionales (67).
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2.6. Diagnostico
2.6.1. Diagnostico fase aguda

El diagndstico de la fase aguda de la EC se basa en una combinaciéon de métodos
de deteccion directa y serolégicos. Para la deteccion directa, se busca la presencia
de formas parasitarias en la sangre periférica del paciente. En caso de no visualizar
el parasito en los exdmenes en fresco, se recurre a métodos de concentracion,
como el microhematocrito o el método de Strout, que mejoran la sensibilidad de
deteccion. Estas técnicas permiten aumentar la probabilidad de deteccion de los
parasitos en la muestra sanguinea (68).

Por otro lado, los métodos serolégicos desempeiian un papel importante en el
diagnéstico de la fase aguda. La prueba IFI es altamente sensible y se utiliza para
detectar la presencia de anticuerpos IgM, los cuales son indicativos de una infeccion
reciente. Si el resultado de la IFI es positivo, se debe corroborar con el cuadro clinico
del paciente y considerar el contexto epidemiol6gico para confirmar el caso.
Ademas, se pueden emplear dos métodos seroldgicos diferentes para determinar la
presencia de anticuerpos IgG. Primero se realiza ELISA y luego se confirma el
resultado mediante IFI, lo cual mejora la especificidad en la deteccion de
anticuerpos (69).

En Colombia, para el diagnéstico de la EC en fase aguda, se recomienda realizar
tanto métodos parasitolégicos directos como serolégicos de forma simultanea. En
caso de no detectar la presencia del parasito mediante los métodos directos, se
deben repetir las pruebas diariamente durante al menos 3 dias o hasta descartar el
caso. Si no se obtienen resultados con los métodos en fresco, se deben utilizar
técnicas de concentracién. Se puede realizar la prueba IFlI para detectar la
presencia de anticuerpos IgM, y la interpretacion de los resultados debe
considerarse junto con el cuadro clinico y el contexto epidemioldgico para confirmar
el caso agudo. Es relevante tener en cuenta que la cinética de IgM en la fase aguda
permite su deteccion en titulos bajos a partir de los 15 o 20 dias del inicio de los
sintomas, incrementandose entre los dias 30 y 60 para luego disminuir. Ademas, se
puede determinar la presencia de anticuerpos IgG para diagnosticar el caso como
agudo. Si se confirma la infeccion por T. cruzi mediante anticuerpos IgG utilizando
dos métodos diferentes (ELISA e IFI), y se observa un aumento en los titulos en 3
o mas diluciones a los 21 dias de realizar la prueba IFI, o si se evidencia
seroconversion en otra prueba de IFI de control, se considera un caso confirmado
de Chagas agudo. También se puede confirmar el caso agudo si se obtienen
resultados positivos en pruebas parasitologicas indirectas o moleculares, siguiendo
la sospecha clinica (35)
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2.6.2. Diagnostico fase cronica

En la fase cronica de la EC, la carga parasitaria es baja y variable, por lo que el
diagndstico se basa principalmente en la deteccion de anticuerpos IgG anti T. cruzi
mediante pruebas serolégicas. Aunque los métodos parasitologicos directos tienden
a ser negativos en un porcentaje considerable de pacientes (entre el 30% y el 60%),
las pruebas seroldgicas han demostrado ser mas efectivas en esta etapa de la
enfermedad. Estas pruebas utilizan antigenos que pueden ser el parasito completo,
extractos purificados, antigenos recombinantes o péptidos sintéticos, y se incluyen
tanto en las pruebas convencionales como en las no convencionales.

Entre las técnicas serologicas mas utilizadas se encuentran la IFl, la HAl y la ELISA,
siendo este Ultimo el que muestra valores mas O6ptimos de sensibilidad vy
especificidad. Sin embargo, ninguna de estas pruebas alcanza una sensibilidad y
especificidad del 100%. Por esta razén, la OMS establece que el diagnéstico de la
EC en fase crénica se basa en la positividad de al menos dos pruebas seroldgicas
realizadas mediante métodos diferentes. En caso de que exista discordancia entre
las pruebas, se recomienda realizar una tercera prueba para confirmar o descartar
la infeccion, como el Western blot. Estas discordancias pueden deberse a
reacciones cruzadas con otros protozoos hemoflagelados, como Leishmania spp. 0
Trypanosoma rangeli (70).

El diagnostico de la EC en fase cronica en Colombia se basa en la deteccion de
anticuerpos IgG mediante métodos serolégicos debido a la baja y variable carga
parasitaria en esta etapa. Para confirmar el diagndstico, se recomienda realizar al
menos dos pruebas serolégicas con principios diferentes, lo que aumenta la
precision del diagndstico en caso de concordancia. En situaciones de discordancia,
se debe realizar una tercera prueba con antigeno diferente. La prueba inicial
recomendada es ELISA, y si es positiva, se debe realizar una segunda prueba,
generalmente IFI (Figura 10) (35). En el tamizaje de donantes de sangre, se
recomienda el uso de pruebas tipo ELISA, la cual ha demostrado alta sensibilidad y
especificidad. Los sueros que resulten reactivos en estas pruebas deben ser
confirmados en laboratorios de referencia o laboratorios de servicios de salud. Se
debe proporcionar informacion del donante para su identificacién y seguimiento en
caso de requerir tratamiento (71).
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Tamizacion ELISA IgG anti T. cruzi.

Sosg(e:cha Prueba antigenos extractos totales.
Sensibilidad > 98%
Si Resultado positivo o Mo
/ indeterminado \.
2da Prusba complementaria - confirmar Informar al paciente al resultado con
diagndstico recomendacionas y medidas de prevencion

ELISA (Antigenos recombinantes o péptidos sintéticos). Si la sospecha persiste, el medico debera decidir

Especificidad > 98% la realizacién de una segunda prueba

Resultado positivo

Si Mo

Tercera prueba.
Confirmacian Se recomienda IFL.
diagnéstica EC.

|

I Resultado positivo

Descartar el
diagnéstico de EC

Figura 10. Algoritmo de diagnéstico serolégico para la EC.

Fuente: adaptada a partir del algoritmo diagnéstico de INS. Ministerio de Salud y Proteccion. DNDi.
2016.

2.6.3. Diagnostico diferencial

En el diagndstico diferencial de la EC, tanto en la fase aguda como en la cronica,
es importante considerar otras enfermedades con presentaciones clinicas similares.
En la fase aguda, se deben diferenciar enfermedades febriles como la malaria,
fiebre tifoidea, mononucleosis infecciosa, toxoplasmosis, sifilis, rickettsiosis,
brucelosis, linfomas y leishmaniasis visceral. Se deben evaluar también los signos
de puerta de entrada de la infeccion, como celulitis, conjuntivitis, trombosis de seno
cavernoso, picaduras de insectos y lesiones traumaticas. Por otro lado, en la fase
cronica, se debe realizar el diagndéstico diferencial con las causas de miocarditis
cronica, arritmias y falla cardiaca. Entre las enfermedades a considerar se
encuentran cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca y cardiomegalia. Es importante
realizar una evaluacion exhaustiva para descartar estas enfermedades y establecer
un diagnostico preciso de la EC (69).

Es importante mencionar que, en casos excepcionales, el parasito también puede
ser detectado en otros fluidos corporales, como el liquido cefalorraquideo. Sin
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embargo, esta practica se reserva principalmente para situaciones particulares,
como la forma congénita de la enfermedad o la reactivacion durante la fase crénica
en pacientes inmunosuprimidos. Otros métodos, como el hemocultivo y el
xenodiagndstico, estan en desuso y se emplean principalmente en laboratorios
especializados con fines de investigacion (72).

2.7. Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad de Chagas es un aspecto crucial para abordar esta
enfermedad y prevenir su evolucion hacia la fase cronica. En la fase aguda, el
objetivo principal del tratamiento es curar la infeccion, eliminar el parasito y controlar
la enfermedad. En la fase cronica, se busca mejorar la calidad de vida de los
pacientes y prevenir complicaciones (73).

A nivel mundial, el nifurtimox y el benzonidazol son los Gnicos farmacos aprobados
para el tratamiento de esta enfermedad, si bien en Colombia solo se encuentra
registrado, disponible y avalado por el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (Invima) el benzonidazol en la actualidad (73).

La dosis recomendada de benzonidazol para adultos oscila entre 5y 7 mg/kg/dia,
administrados en dos o tres tomas diarias, durante aproximadamente 60 dias. En el
caso de los nifios, la dosis es de 10 mg/kg, divididos en dos dosis diarias, también
durante 60 dias. Por su parte, el nifurtimox se administra en dosis de 8 a 10 mg/kg
para adolescentes, de 12.5 a 15 mg/kg para nifios y de 15 a 20 mg/kg para los mas
pequefios, siempre en cuatro tomas diarias, durante 90 dias, o hasta 120 dias si
fuera necesario. Es importante tener en cuenta que ambos farmacos presentan
efectos adversos significativos, lo que lleva a la suspension del tratamiento en un
porcentaje considerable de pacientes, aproximadamente el 40% en el caso del
benzonidazol y alrededor del 60% en el caso del nifurtimox. Los efectos adversos
mas comunes asociados al benzonidazol son neuropatia periférica, reacciones
cutadneas y granulocitopenia, mientras que en el caso del nifurtimox se destacan el
dolor abdominal, la anorexia, las nauseas, los vomitos, la pérdida de peso y algunas
manifestaciones neuroldgicas. Los efectos secundarios habituales del nifurtimox
son: dolor abdominal, anorexia, nausea, vomito y pérdida de peso. Las posibles
reacciones neurologicas son: inquietud, desorientacion, pérdida de memoria,
insomnio, espasmos, parestesias, polineuritis y convulsiones, que desaparecen al
reducir la dosis 0 suspender el tratamiento (69).

Respecto al tratamiento en pacientes embarazadas, se recomienda iniciar el
tratamiento una vez finalice el periodo de lactancia exclusiva al bebé. En caso de
gue el bebé sea diagnosticado con la enfermedad, se debe iniciar el tratamiento lo
mas pronto posible una vez se obtenga el. Ambos farmacos son activos en la fase
aguda y ayudan a controlar la enfermedad (69).
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El tratamiento temprano de la enfermedad de Chagas en la fase aguda presenta
una excelente respuesta terapéutica. Sin embargo, su eficacia en la fase cronica es
motivo de controversia debido a la incertidumbre sobre el efecto parasitoldgico del
tratamiento y los potenciales eventos adversos que puede generar. Por lo tanto, adn
no se ha determinado claramente si los posibles beneficios del tratamiento en la
fase cronica justifican los riesgos asociados. Es fundamental considerar el tiempo
de infeccion y la presencia de dafio cardiaco en la evaluacion de la indicacion del
tratamiento etiol0gico en esta etapa de la enfermedad (74).

Respecto al tratamiento en pacientes embarazadas, se recomienda iniciar el
tratamiento una vez finalice el periodo de lactancia exclusiva al bebé. En caso de
gue el bebé sea diagnosticado con la enfermedad, se debe iniciar el tratamiento lo
mas pronto posible una vez se obtenga el resultado. El tratamiento temprano de la
enfermedad de Chagas congénita presenta una buena respuesta terapéutica, con
indices de curacion cercanos al 100% (69).

2.8.Biomarcadores

Los biomarcadores son indicadores biol6gicos que desempefian un papel
fundamental en el proceso de desarrollo de medicamentos y la investigacion
biomédica. Estos biomarcadores se definen como caracteristicas objetivas y
cuantificables que nos permiten detectar y comprender la presencia y evolucion de
enfermedades mediante la respuesta organica a la interaccibn con agentes
externos. A lo largo del tiempo, su uso en el dmbito clinico ha evolucionado
significativamente (19).

El analisis de una muestra biolégica implementando biomarcadores es un proceso
complejo en el que es fundamental determinar la relacién entre la exposicion y la
enfermedad ya que nos permite identificar los individuos mas expuestos, realizarles
un diagnostico adecuado y de esta manera garantizar una intervencion preventiva
efectiva, o un tratamiento oportuno (75).

Los biomarcadores abarcan desde mediciones basicas como el pulso y la presion
arterial, hasta pruebas de laboratorio mas complejas en sangre y tejidos. Tienen
una larga historia en la practica clinica y son la manifestacion mas objetiva y
cuantificable de los signos médicos. Su uso en la investigacion clinica es mas
reciente y todavia se estan desarrollando enfoques efectivos para su aplicacion (76).

El término "biomarcador" se utiliz6 por primera vez en la década de 1970 para
indicar la presencia de material de origen bioldgico. En 1973, se utiliz6 por primera
vez en un titulo de articulo (77). Desde entonces, ha sido utilizado en la literatura
geoldgica y ecoldgica para indicar material biolégico. En el ambito clinico, el uso de
biomarcadores se remonta a 1977, cuando se mencionaron "biomarcadores
tumorales de valor en el manejo de malignidades ginecologicas” (78). Sin embargo,
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el concepto de biomarcadores es mucho mas antiguo, con referencias a
"marcadores bioquimicos" en 1949 (79) y a "marcadores biolégicos" en 1957 (80).

El término "sustituto” se origind en la estrategia competitiva y luego se utilizé en el
contexto de ensayos clinicos a principios de la década de 1980. En 1983, se
menciond por primera vez el "punto final sustituto" en relacion con una estrategia
competitiva (81). En 1989, se utilizé el término para referirse a ensayos clinicos y
se defini6 como aquel que se elige medir como sustituto de otra variable (82).
Ademas, en 1985, se utilizd la expresion "marcador sustituto” en un sentido
biomédico, en un informe que afirmaba que los diagndsticos de laboratorio del SIDA
se basaban en "marcadores sustitutos” debido a la falta de pruebas especificas (83).

A lo largo de los afios, el campo de los biomarcadores ha estado poblado de una
confusién de términos, como marcadores bioldgicos, marcadores sustitutos, puntos
finales sustitutos, variables de respuesta sustitutas, puntos finales intermedios,
marcadores intermedios, puntos finales de biomarcadores e incluso puntos finales
de marcadores intermedios. Sin embargo, se sugiere que el término preferido y
unificador para todos estos marcadores sea "biomarcador” (84).

En 1998, un Grupo de Trabajo de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) definio
los biomarcadores como caracteristicas objetivas y cuantificables que indican
procesos biolégicos normales, patogénicos o respuestas farmacoldgicas. Esta
definicion ha sido respaldada por la OMS en colaboracion con otras organizaciones,
gue ha definido los biomarcadores como cualquier sustancia, estructura o proceso
medible en el cuerpo que puede influir o predecir el desarrollo de una enfermedad
u otro resultado de interés (84).

2.9.Aptameros

Los aptameros son nucleétidos de cadena sencilla que establecen interaccién con
moléculas especificas, similar a la interaccion natural entre antigenos y anticuerpos.
La historia de los aptameros comienza con el descubrimiento de los nucleétidos en
el siglo XIX, pero no fue hasta la década de 1990 que la comunidad cientifica
comenz6 a considerar su potencial selectivo de union y las ventajas de estos
oligonucle6tidos como agentes de afinidad (85).

En 1990, Craig Tuerk y Larry Gold (86) realizaron un experimento pionero en el que
se centré en una region de ocho nucleétidos dentro del mRNA del fago T4 que se
unia a la proteina codificada por el gen 43 del mismo fago. Los resultados mostraron
gue, aunque dos hairpins (bucle o asa debido a la complementariedad de
secuencias en la misma cadena) distintos se unian con la misma afinidad a la
proteina, uno de ellos tenia cuatro cambios que reducian el tamafio del bucle de
ocho a cuatro nucleétidos. Los ligandos obtenidos en este experimento pionero
fueron denominados "aptameros”, término derivado de la palabra griega "aptus”,
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que significa "encajar". Tanto Craig Tuerk y Larry Gold (86) como Andy Ellington y
Jack Szostak (87) realizaron investigaciones independientes pero idearon la misma
estrategia, lo que condujo al nacimiento del proceso SELEX. Este innovador método
permitio la identificacion de oligonucle6tidos que se ajustaban especificamente a las
proteinas diana de interés.

El desarrollo de los aptameros como agentes terapéuticos encontrd obstaculos, ya
que, en un principio, la tecnologia SELEX estuvo limitada por patentes, lo que
restringié la inversion comercial en su desarrollo hasta aproximadamente el afio
2012 (88). Sin embargo, empresas creadas por los poseedores de la patente como
NeXagen (luego NeXstar) se dedicaron al desarrollo de aptdmeros como agentes
terapéuticos, con el objetivo de competir con los anticuerpos. Entre los aptameros
identificados, se destac6 NX1838 (ahora llamado Macugen), un aptamero de ARN
modificado con alta afinidad por el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF) que se mostré prometedor para el tratamiento de la degeneracion macular
asociada a la edad. A pesar de sus ventajas, Macugen enfrentd desafios en el
mercado y fue superado por anticuerpos dirigidos especificamente a otra isoforma
de VEGF (88). No obstante, Macugen demostro el potencial de los aptdmeros como
agentes terapéuticos, fue aprobado por la FDA y actualmente sigue
comercializandose.

Desde el descubrimiento de los aptdmeros en la década de 1990, la tecnologia
SELEX ha sido empleada para seleccionar mas de 2000 secuencias, ganando una
valiosa atencion desde un punto de vista econdémico (89). Se estima que el mercado
global de aptdmeros superara los 400 mil millones de délares para el afio 2023. Los
aptdmeros prometen aplicaciones terapéuticas, diagndsticas e imagenoldgicas en
procedimientos biomédicos. Sin embargo, se enfrentan a desafios como la baja
eficiencia en el cribado y seleccion, lo que requiere el desarrollo de herramientas
mejoradas y efectivas para garantizar su éxito comercial (90).

Los aptameros han demostrado ser una herramienta valiosa en el diagnéstico de
diversas enfermedades, especialmente en el campo de enfermedades cronicas no
infecciosas (como el cancer) y las enfermedades infecciosas. En el caso del cancer,
los aptdmeros han sido utilizados para identificar células cancerosas especificas y
detectar biomarcadores tumorales en suero y plasma, lo que permite un diagnostico
temprano y preciso. Por ejemplo, los aptameros se han conjugado con
nanoparticulas de oro, magnéticas y puntos cuanticos para formar sistemas de
deteccién altamente sensibles y selectivos. En un estudio, se desarrollé6 un método
colorimétrico simple y altamente sensible para detectar células de cancer de mama
MCF-7 utilizando aptdmeros AS1411 conjugados con nanoparticulas de oro. La
presencia de las células cancerosas capturo los aptameros, lo que resultd en un
cambio de color distintivo que permitio la deteccion de las células cancerosas a una
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concentracion tan baja como 10 células MCF-7 (91). De igual forma, se han
reportado estrategias de seleccion que han identificado aptameros para el
diagndéstico del cancer de prostata resistente a hormonas en modelos de ratones
(92).

En el campo de las enfermedades infecciosas, los aptameros también han sido
utilizados para detectar y capturar patégenos especificos, o que permite un
diagndstico rapido y sensible. Por ejemplo, se ha desarrollado un ensayo basado
en aptameros de ADN para capturar y detectar Listeria monocytogenes, utilizando
perlas magnéticas para la captura del patdégeno, seguido de una deteccion
altamente especifica mediante el aptdmero (93). Ademas, el fendmeno de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia la cual es una técnica que
aprovecha la interaccion entre moléculas fluorescentes, ha sido utilizada para
desarrollar un aptasensor basado en nanoparticulas de conversion ascendente y
nanoparticulas de oro para el diagnéstico rapido y ultrasensible de Escherichia coli
(94). Ademas, se han utilizado aptdmeros especificos para (1-3)-B-D-glucanos
presentes en la pared celular del hongo Candida albicans para diagnosticar
infecciones invasivas causadas por este hongo, mostrando una alta especificidad y
sensibilidad en la deteccion en muestras de sangre de pacientes con Candida
albicans (91).

Los aptameros se destacan como una clase de terapéuticos altamente prometedora
y versétil, con una variedad de aplicaciones en el campo médico. Ademas del ya
mencionado y destacado Macugen, aprobado por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en 2004, se pueden encontrar otros
ejemplos notables como REG1, un sistema de anticoagulacion que incluye el
aptamero RBO006, dirigido especificamente al factor de coagulacion IXa. Este
aptamero se emplea como un anticoagulante reversible durante intervenciones
coronarias percutaneas (95). Por otro lado, el aptamero ARC1779 se dirige al
dominio Al del factor de Von Willebrand, el cual esta involucrado en la formacién
de coagulos sanguineos. La interaccion de ARC1779 con los receptores de
glucoproteina Ib en las plaguetas resulta en un efecto antitrombdético sin causar una
anticoagulacién significativa (96). Igualmente, el aptdmero NOX-A12 se enfoca en
el ligando de quimiocinas 12 (CXCL12), conocido como SDF-1a, el cual juega un
papel crucial en el movimiento celular, angiogénesis y metastasis tumoral. Al unirse
a CXCL12, NOX-Al1l2 tiene el potencial terapéutico de inhibir sus funciones
bioldgicas, lo que lo hace prometedor para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el movimiento celular y la metastasis tumoral (97). Estos ejemplos
son solo una muestra de la multitud de aptdmeros con aplicaciones en la medicina.
Con la continuacion de la investigacion y las pruebas clinicas, es probable que
veamos un aumento en el numero de aptameros aprobados para uso diagndstico y
terapéutico en el futuro.
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2.10. Técnica SELEX

La técnica SELEX ha demostrado ser un enfoque poderoso para seleccionar
aptameros altamente especificos contra una amplia gama de objetivos, desde
moléculas pequeias hasta proteinas y células enteras. El proceso SELEX es una
simulacion de la evolucion natural, donde una biblioteca de secuencias de ADN o
ARN con regiones aleatorias se somete a multiples ciclos de incubacién con el
objetivo de interés, seguido de la separacidén entre secuencias unidas y no unidas.
Las secuencias que muestran alta afinidad hacia el objetivo se amplifican mediante
PCR y se someten a nuevos ciclos de seleccion para obtener aptdmeros de alta
afinidad y especificidad (90).

SELEX es una herramienta poderosa para seleccionar aptameros altamente
especificos, y las variantes de esta técnica, como el Bio-SELEX, CE-SELEX,
Capture-SELEX, Magnetic-Bead SELEX y Cell-SELEX, permiten adaptarse a
diferentes tipos de objetivos. Las modificaciones post-SELEX agregan versatilidad
y mejoran las propiedades farmacolégicas de los aptameros, lo que los convierte en
prometedores candidatos para diversas aplicaciones biomédicas (90).

2.10.1. SELEX Cléasico

El método clasico SELEX es una técnica ampliamente utilizada para generar
aptameros, que son secuencias cortas de ADN o ARN de una sola hebra. El proceso
comienza con una biblioteca de estas secuencias de acidos nucleicos, cada una
conteniendo secuencias especificas en sus extremos 5' y 3'. Estas secuencias se
aleatorizan en la region central con una longitud entre 20-80 nucle6tidos, creando
una diversa coleccion de aptdmeros potenciales. El proceso de SELEX implica
varias rondas de seleccion. En cada ronda, la biblioteca se incuba con la molécula
objetivo de interés. Los aptdmeros con alta afinidad por el objetivo se uniran a él,
mientras que las secuencias que no se unen permanecen libres. Los aptameros
unidos luego se separan de los no unidos, a menudo utilizando técnicas como la
filtracion o perlas magnéticas. Los aptameros unidos se eluyen y amplifican
mediante PCR. Esta amplificacion genera mas copias de los aptameros
seleccionados, aumentando su representacion en la biblioteca para la siguiente
ronda de seleccion. Todo el proceso se repite durante varias rondas, tipicamente de
4 a 10, para enriquecer la biblioteca con aptameros que exhiben una mayor afinidad
por el objetivo. Después de las rondas de seleccion, se analiza el conjunto de
aptameros enriquecido para identificar las secuencias especificas que se unen al
objetivo. Esto implica clonar los aptameros y secuenciarlos para determinar su
estructura primaria. Una vez identificados, los aptameros pueden ser caracterizados
y optimizados para aplicaciones especificas (25).

Una consideracion importante en SELEX es la eleccion entre aptameros de ADN y
ARN. Los aptameros de ADN son mas economicos y quimicamente estables, lo que
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los hace adecuados para ciertas aplicaciones. Por otro lado, los aptameros de ARN
generalmente ofrecen una mayor especificidad y afinidad de unién con sus
moléculas objetivo, lo que los hace valiosos para otros propadsitos (90).

2.10.2. Bio-SELEX

La técnica Bio-SELEX es una modificacion de la estrategia SELEX que busca
identificar nuevos biomarcadores a partir de muestras bioldgicas. Esta innovadora
técnica utiliza avances tecnolégicos como secuenciacion de ultima generacion
(NGS), pull-down y espectrometria de masas (MS) para identificar biomarcadores
asociados con enfermedades infecciosas y no infecciosas. Es una herramienta
adaptable y costo-efectiva que ha demostrado éxito en la identificacion de
biomarcadores para leishmaniasis (98).

2.10.3. CE-SELEX (SELEX por electroforesis capilar)

La CE-SELEX es una variante que se centra en la separacion de las secuencias
unidas al objetivo de las no unidas mediante electroforesis capilar la cual es técnica
de separacion y andlisis de moléculas basada en sus cargas eléctricas y tamafios
mediante el uso de un dispositivo de microelectroforesis de flujo libre. Esta técnica
permite una separaciéon de alta resolucion y reduce el nimero de rondas de
seleccién requeridas. Sin embargo, puede ser menos efectiva para objetivos
pequefios 0 con cargas similares a las secuencias (99).

2.10.4. Capture-SELEX

En el proceso de Capture-SELEX, se utiliza una biblioteca de oligonucleétidos de
ADN de cadena sencilla disefiada con una parte central adicional llamada secuencia
de acoplamiento, que se fija y es complementaria a una secuencia utilizada para
capturar la biblioteca en un soporte sélido. Una muestra de perlas magnéticas
modificadas con oligonucleétidos de captura se incuba con la biblioteca, de manera
que la inmovilizacion ocurre mediante hibridaciébn entre la secuencia de
acoplamiento de la biblioteca inicial y los oligonucleétidos de captura en las perlas
magnéticas. Posteriormente, la biblioteca de ADN inmovilizada en las perlas se
incuba con la molécula objetivo. Los oligonucleétidos con afinidad por la molécula
objetivo se liberan de los complejos ADN-perlas y adoptan una estructura
tridimensional que se une a la molécula objetivo en solucion. El sobrenadante se
recoge mediante separacion magnética y se amplifica mediante PCR, para
someterlo a la siguiente ronda de seleccion (100). Esta estrategia permite la
identificacion de aptameros especificos para una amplia variedad de moléculas y
presenta ventajas al evitar la inmovilizacion del objetivo durante el proceso de
seleccién (100).
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2.10.5. Magnetic-Bead SELEX

El método Magnetic-bead-SELEX es un paso crucial en la seleccion exitosa de
aptameros, ya que mejora la eficiencia y el tiempo del proceso. En esta técnica, se
incuba la biblioteca inicial de ADN con perlas magnéticas modificadas con la
molécula objetivo, luego se separan magnéticamente los oligonucleétidos no unidos
y sSe extraen las secuencias que se unieron al objetivo. Estas secuencias
seleccionadas se amplifican utilizando cebadores especificos y se utilizan en la
siguiente ronda de seleccién. La metodologia Magnetic-bead-SELEX ha sido
empleada en diversas aplicaciones biomédicas, como la identificacion de
biomarcadores para tumores pulmonares y el enriquecimiento de aptameros
especificos utilizando ADN de fluoresceina. Esta técnica ha demostrado ser
eficiente y versatil en la busqueda de aptdmeros con afinidad para diferentes
moléculas de interés en el campo de la medicina y la investigacion biolégica (101).

2.10.6. Cell-SELEX

Cell-SELEX es una variante de SELEX que utiliza células vivas como objetivos para
la seleccién de aptdmeros. Permite seleccionar aptameros que distinguen proteinas
especificas presentes en la superficie de células particulares. EI método involucra
seleccién positiva para células objetivo y seleccidn negativa para células no objetivo.
Aungque ha demostrado utilidad en diagndéstico y aplicaciones terapéuticas, existen
desafios debido a efectos no especificos y seleccion hacia blancos no deseados.
Para obtener resultados 6ptimos, se requiere tener células sanas para la seleccion
exitosa. Diversas técnicas se han desarrollado para minimizar la unién no especifica
o eliminar células muertas, como la separaciébn mediante perlas magnéticas o
clasificacion celular por fluorescencia (102). EI método LIGS (Seleccion Guiada por
Ligando), introducido en 2016, guia la seleccién hacia objetivos especificos en la
superficie celular utilizando una elucion competitiva con un ligando secundario,
como un anticuerpo monoclonal. Esta estrategia ha demostrado ser adaptable y
prometedora para la identificacion de aptadmeros altamente especificos contra
complejos objetivos, como los receptores de superficie celular conocidos (103). Su
uso abre nuevas posibilidades en biomedicina para el desarrollo de agentes
terapéuticos de bajo costo y dispositivos de diagndstico altamente estables.

2.10.7. Modificaciones Post-SELEX

Una vez identificadas las secuencias de aptameros mediante el proceso de SELEX,
es posible llevar a cabo modificaciones quimicas para mejorar sus propiedades y
adaptarlas a aplicaciones especificas en medicina y biotecnologia. Estas
modificaciones, conocidas como post-SELEX, permiten optimizar los aptameros
para su uso in vivo, mejorando su estabilidad y aumentando su afinidad de union a
sus objetivos (104).
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Existen varias estrategias de modificacion post-SELEX que se pueden aplicar a las
secuencias de aptameros. Una de las modificaciones mas comunes es la sustitucion
de ribosas con grupos metilo o 2'-fluoro, lo que confiere mayor resistencia a las
nucleasas y protege a los aptameros de su degradacion. Del mismo modo, las
modificaciones en los enlaces fosfodiéster y en las bases mismas también han
demostrado ser efectivas para aumentar la estabilidad de los aptameros en entornos
biolégicos complejos (104).

Es importante tener en cuenta que, si bien las modificaciones post-SELEX pueden
mejorar la estabilidad de los aptameros, en algunos casos pueden afectar su
afinidad de union a los objetivos. Por lo tanto, es necesario llevar a cabo un
minucioso proceso de optimizacion para garantizar que las modificaciones
seleccionadas no comprometan la capacidad del aptdmero para reconocer y unirse
especificamente a su objetivo (104).

2.11. Estado del arte

En un estudio realizado por Ulrich H. et al. (2002), mediante la técnica SELEX, se
obtuvieron aptameros que reconocen los receptores del parésito T. cruzi en el
hospedero. Se utilizaron células de rifidbn de mono LLC-MK2 en un modelo in vitro
para demostrar la capacidad de estos aptameros para inhibir la invasion del T. cruzi
en las células hospederas. La técnica SELEX permitié obtener aptameros de ARN
resistentes a nucleasas que se unen con afinidades de 40-400 nM a los receptores
del paréasito, especificamente a las moléculas de la matriz de la célula huésped,
como la laminina, fibronectina, trombospondina y sulfato de heparina. Tras ocho
rondas consecutivas de seleccion in vitro, se aislaron y secuenciaron cuatro clases
de aptameros de ARN con similitudes estructurales. Cada clase de aptameros
compartia un motivo de secuencia comun y mostré actividad al inhibir la invasion de
células renales de mono LLC-MK2 por T. cruzi in vitro (26).

En otro estudio dirigido por Nagarkatti R. et al. (2012), se identific6 un aptamero
(Apt68) que muestra alta afinidad por T. cruzi y que facilita el aislamiento de las
formas parasitarias en sangre, lo que permite su diagnostico mediante la técnica de
PCR. Empleando una estrategia de SELEX de célula completa, se desarrollaron
aptameros de ARN estables en suero que se unen a los tripomastigotes vivos de T.
cruzi. Estos aptameros demostraron altas afinidades de union en el rango de 8-25
nM. Ademas, el Apt68 mostro alta especificidad, ya que no interactué con los
epimastigotes de la etapa de insecto de T. cruzi ni con otros parasitos
tripanosomatidos relacionados, como L. donovani y T. brucei. EI Apt68 biotinilado,
inmovilizado en una fase sélida, fue capaz de capturar los parasitos vivos, formando
grandes agregados moviles cuando las perlas magnéticas recubiertas de aptameros
se unieron a la superficie de los tripomastigotes. También se pudo capturar y
agrupar tripomastigotes de varios aislados de los dos principales genotipos del

48



parasito. Utilizando un iman, estos agregados parasito-perlas se purificaron a partir
de muestras de sangre completa contaminadas con pardasitos, incluso a
concentraciones tan bajas como 5 parasitos en 15 ml de sangre total, segun lo
detectado por un ensayo de PCR en tiempo real. Los resultados de este estudio
demuestran que los aptdmeros pueden ser utilizados como ligandos especificos del
patébgeno para capturar y facilitar la deteccién de T. cruzi en la sangre mediante
PCR (27).

En otro estudio liderado por Nagarkatti R. et al. (2014), se identific6 un aptamero
(Apt-L44) que muestra gran afinidad por antigenos excretados y secretados por T.
cruzi (TESA) en el torrente sanguineo durante la infeccion del hospedero. Los
autores concluyeron, tras realizar la técnica ELASA (una técnica similar a la Elisa
pero usando aptameros en lugar de anticuerpos), que Apt-L44 tiene utilidad como
biomarcador tanto en la fase aguda como en la fase crénica de la enfermedad.
Ademas, teniendo en cuenta que en ratones infectados con T. cruzi, Apt-L44
demostro un nivel significativamente mas alto de unién en comparacién con ratones
no infectados, lo que sugiere su potencial diagnéstico en la infeccion por T. cruzi
(28).

En un estudio dirigido por Verastegui P. et al. (2018), se identificaron diez proteinas
altamente expresadas como posibles biomarcadores para la EC, y la proteina
codificada por el gen TcCLB.510323.60 fue seleccionada como la mejor candidata.
A partir de esta proteina, se generaron cinco péptidos (Tcl-Tc5) para desarrollar
aptameros mediante la técnica de SELEX. Se identificaron secuencias de ADN con
un motivo rico en guaninas, de las cuales cinco mostraron una union especifica con
el péptido Tcl. Un ensayo tipo ELISA demostrd cualitativamente la capacidad de
unién de estos aptadmeros tanto al péptido biomarcador como a los lisados de
cultivos de T. cruzi, confirmando su condicion de aptameros. Los aptameros
mostraron una union diferencial al péptido Tcl y presentaron reactividades 2 a 3
veces mayores que el cut-off establecido en los lisados. Los ensayos con lisados
crudos de T. cruzi sugirieron la presencia de la proteina codificada por el gen
TcCLB.510323.60 en la membrana del parasito. Estos aptameros tienen el potencial
de ser utilizados en el desarrollo de un ensayo de deteccion directa de T. cruzi en
muestras biologicas, asi como para enriquecer muestras con una baja carga
parasitaria. Su aplicacion podria mejorar significativamente la deteccion y
diagnéstico de esta enfermedad, lo que seria de gran importancia para el control y
tratamiento de la infeccién por T. cruzi (29).

Murgecia C & Gabriela M, (2021) implementaron una metodologia basada en el
disefio in silico de aptameros de ARN para la deteccién de la proteina transialidasa
de T. cruzi. Se empled una biblioteca de 5 mil oligonucledtidos de ARN previamente
optimizada, de la cual se seleccionaron treinta oligonucledtidos con mayor
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probabilidad de interaccién con las proteinas transialidasa de T. cruzi (TcTS),
mediante el predictor de interacciones RPISeq. Posteriormente, se llevé a cabo el
modelado de las estructuras secundarias y terciarias de los oligonucleotidos
seleccionados, y se evalud su energia de acoplamiento con las TcTS y las proteinas
transialidasa de T. rangeli (TrTS), utilizando las plataformas HDOCK y HADDOCK.
A partir de este andlisis, se identificaron cinco aptameros con energias de
acoplamiento hacia TcTS significativamente inferiores a -140.3 unidades, lo que
evidencié una mayor afinidad hacia esta proteina en comparacion con TrTS.
Ademas, se llevo a cabo un estudio de polimorfismos en el gen que codifica para la
TcTS evaluada, y se identificaron regiones inmunogénicas putativas en la proteina,
asegurando la especificidad del sitio de unién de los aptameros. En consecuencia,
se recomienda la validacion de los aptameros identificados (Apta3384M5, Apta3989
y Apta3989M3) mediante ensayos de afinidad in vitro, con el objetivo de determinar
su funcionalidad y utilidad en el desarrollo de pruebas de flujo lateral. Estas pruebas
podrian brindar una deteccion répida y precisa de la EC en su fase aguda,
superando algunas de las limitaciones actuales en el diagnéstico masivo de esta
enfermedad. Estas investigaciones abren una prometedora perspectiva para el uso
de aptameros como herramientas efectivas en la lucha contra la EC (30).

También se han llevado a cabo diferentes investigaciones experimentales utilizando
aptameros contra otros tripanosomatidos, como el Trypanosoma bruceii. Lorger M.
et al. (2003) reportaron in vitro el uso de aptadmeros dirigidos contra las
glicoproteinas de superficie del Trypanosoma bruceii, los cuales son capaces de
dirigir anticuerpos a la superficie del parésito. Estas glicoproteinas son altamente
variables pero reconocibles por los aptdmeros debido a su estructura conservada
C-terminal, lo que proporciona una nueva estrategia terapéutica para combatir la
enfermedad del suefio (105). Homann M. y Goringer U. (2001) analizaron la
posibilidad de dirigir un aptamero (aptamero 2-16) hacia el bolsillo flagelar de
Trypanosoma bruceii, un polipéptido que se expresa Unicamente en la etapa
infectiva en sangre del parasito. Una vez que el aptdmero se une a la superficie del
parasito, este es degradado e ingresa por endocitosis, siendo transportado al
lisosoma, sugiriendo asi la posibilidad de acoplar a los aptameros medicamentos
con actividad anti tripanosomatida y dirigirlos al compartimento lisosomal u otros
compartimentos intracelulares del parasito para provocar su destruccion (106). En
otro estudio, Homann M. et al. (2006) modificaron un aptamero con afinidad por la
zona de union flagelar de Trypanosoma bruceii, ubicada entre el cuerpo celular y el
flagelo del parasito, para que tuviera una estabilidad en el suero humano mayor a
30 horas. Este aptamero puede ser utilizado para redirigir principalmente
inmunoglobulinas a la superficie del parasito, siendo una novedosa herramienta
terapéutica para la enfermedad del suefio (107).
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Por otro lado, también se han obtenido aptameros contra el parasito protozoario
Leishmania spp., que tiene una relacion filogenética cercana a T. cruzi. La
leishmaniasis es una enfermedad tropical que afecta a diferentes paises en cuatro
continentes, causando diversas manifestaciones en la piel, mucosas y 6érganos.
Para el diagndstico de la leishmaniasis, la proteina histona H2A ha sido considerada
una excelente candidata. Las histonas presentan conservacion en su region
globular y divergencia en los dominios N y C terminales (108).

En el caso de Leishmania spp., los genes de las histonas son interesantes ya que
estos parasitos no condensan la cromatina durante la mitosis. Por lo tanto, varias
investigaciones se han centrado en generar aptameros (SELH2A, AptLIH2A#1 y
AptLiIH2A#2) dirigidos especificamente contra la proteina H2A de Leishmania
infantum, sugiriendo su implementacion para el desarrollo de novedosas
herramientas diagnésticas y terapéuticas (108, 109). De igual manera se han
disefiado aptameros contra la proteina H3 de Leishmania infantum con el mismo
objetivo (110, 111). Ademas, se han identificado aptameros de ADN contra la
proteina PABP de L. infantum, la cual desempefia un papel fundamental en el
proceso de corte y poliadenilacién de los ARN mensajeros en su region 3'UTR. Entre
estos aptameros, destacan ApPABP#3, ApPABP#7 y ApPABP#11, que han sido
purificados y muestran una alta afinidad de unién al LIPABP con un valor de 50 nM.
Estos aptdmeros pueden ser de gran utilidad en investigaciones, diagndsticos y
terapias, ya que, ademas de reconocer a LiIiPABP, también tienen la capacidad de
interrumpir su unién a la cola de poliA, lo que los convierte en valiosos candidatos
para diversas aplicaciones biotecnolégicas (112).

Los aptameros también se han implementado para el diagnéstico de otras
enfermedades parasitarias, como la malaria causada por Plasmodium spp. El
pardsito responsable de la malaria infecta los glébulos rojos del huésped durante su
ciclo de vida eritrocitico. Para evadir la respuesta inmunitaria, los eritrocitos
infectados forman rosetas con eritrocitos no infectados, facilitado por la proteina
PfEMP1, que presenta variacion antigénica y estd compuesta por un dominio
ligando de union a Duffy (DBL) y regiones interdominio ricas en cisteina (113).

En un estudio dirigido por Barfod. et al. (2009) se emplearon aptameros de ARN con
modificaciones especificas en 2'-fluoro desoxiadenosina, o que prolongd su vida
media a 15 horas en suero. Estos aptameros se dirigieron al dominio N-terminal de
DBL1a, logrando el reconocimiento especifico de la proteina recombinante DBL1a
Y, en consecuencia, de los eritrocitos infectados con P. falciparum (114).

Por otro lado, la lactato deshidrogenasa (pfLDH) es un marcador diagndstico clave
para Plasmodium spp. En este contexto, Cheung. et al. (2018) desarrollaron
aptameros de ADN acoplados a nanoparticulas de oro que mostraron una
diferenciacion selectiva entre la pLDH de P. falciparum y la LDH humana. Estos
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aptameros tienen el potencial de detectar el parasito en muestras de pacientes con
malaria, brindando una alternativa prometedora para un diagnostico especifico de
la especie (115). Un estudio dirigido por Niles. et al. (2009) logr6 obtener aptameros
de ADN altamente efectivos que inhiben de manera eficiente la via de
desintoxicacion del grupo heme en Plasmodium spp. Esta via es esencial para el
parasito, y al ser inhibida, provoca su toxicidad y la inhibicion de su crecimiento in
vitro. La desintoxicacion del grupo heme es un proceso vital para el parasito, ya que
esta relacionado con la neutralizacion de compuestos toxicos, incluyendo aquellos
utilizados en tratamientos antipalidicos como la cloroquina (116).

Entamoeba histolytica, el agente causal de la amebiasis humana es un parasito que
representa una grave amenaza para la salud publica a nivel mundial, causando
aproximadamente 100,000 muertes al afio y afectando a alrededor del 10% de la
poblacion, segun datos de la OMS. La regulacién de la expresion génica en este
parasito es esencial para su supervivencia y, en particular, la poliadenilacién del
extremo 3' UTR de los ARN mensajeros juega un papel crucial en este proceso
(117).

Para que la poliadenilacion ocurra de manera eficiente, diferentes complejos
proteicos deben reconocer secuencias especificas en los ARN mensajeros. Entre
estos complejos, destaca el factor de corte EnCFIm25 de 25 kilodalton (kDa), el cual
ha sido identificado como esencial para la seleccion de sitios de poliA y el proceso
de poliadenilacion en Entamoeba histolytica. La inhibicion de EhCFIm25 ha
demostrado acelerar la proliferacion celular y, en Ultima instancia, conducir a la
muerte del parasito (117).

En el afio 2018, se llevd a cabo una investigacion en la que se seleccionaron dos
aptameros de ARN especificos para la proteina EhCFIm25 después de siete rondas
de SELEX. Estos aptdmeros fueron capaces de unirse de manera especifica tanto
a la forma recombinante como a la enddégena de EhCFIm25. Al interferir con la
funcién reguladora de EhCFIm25 en el ARN, los aptameros lograron inducir la
muerte del parasito in vitro, abriendo asi la posibilidad de utilizarlos como
herramientas terapéuticas para el control de la amibiasis humana (117).

2.12. Marco normativo

La EC en Colombia se considera una enfermedad de notificacion obligatoria
inmediata al Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) para todos
los casos nuevos y brotes identificados. Ademas, de manera rutinaria, se realiza
una notificacion semanal. En la actualidad, existe la obligacion de realizar tamizajes
en menores de 18 afios en areas endémicas 0 en casos de nexo epidemioldgico.
Asimismo, los bancos de sangre y los estudios previos de trasplantes de érganos
también deben someterse a tamizaje. Se ha establecido como requisito realizar
tamizaje a las mujeres durante el ultimo control prenatal o en el momento del parto,
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especialmente si residen en municipios endémicos o han estado expuestas a
triatominos. Ademas, se debe realizar un seguimiento adecuado a los hijos de
mujeres seropositivas para establecer un diagnéstico de Chagas congénito. En caso
de confirmar la infeccién en el nifio, se debe administrar el tratamiento etiolégico
correspondiente para la enfermedad (35).

En Colombia, los casos confirmados de EC en fase aguda deben ser reportados de
manera inmediata al Instituto Nacional de Salud. Ademas, todos los casos
confirmados de EC en cualquier fase deben ser reportados semanalmente en la
ficha de notificacidn nacional. Esto incluye casos confirmados a través de bancos
de sangre, encuestas de seroprevalencia y Registros Individuales de Prestacion de
Servicios de Salud (RIPS), los cuales proporcionan los datos minimos y basicos
necesarios para dar seguimiento al Sistema General de Seguridad Social en Salud
(SGSSS) (35).

En 1995, se reglament6 en Colombia la resolucion 1738, la cual exige el tamizaje
obligatorio para la EC en todas las unidades transfusionales de los bancos de
sangre a nivel nacional. En 2013, se informo que alrededor del 0,4% de las muestras
de sangre captadas y analizadas resultaron positivas, siendo Casanare la region
con mayor reactividad. Aunque actualmente se realiza el tamizaje en el 100% de las
unidades de sangre en Colombia, las pruebas disponibles en el mercado para la
deteccidn del T. cruzi no son 100% sensibles ni especificas, lo que sugiere que la
transfusion sanguinea aun conlleva un riesgo de transmitir la enfermedad (118). En
un estudio llevado a cabo por Caicedo Diaz, R. (2017) en Colombia, se evalué el
rendimiento diagnoéstico de la técnica de ELISA tanto de forma individual como en
combinacion para la EC. Esta técnica se utiliza como tamizaje para la deteccién de
la enfermedad. Los resultados mostraron que las pruebas individuales tenian una
sensibilidad que variaba entre 92,5% y 99,6%, y una especificidad entre 94,6% y
97,9%. En cuanto a las combinaciones, se observd que la sensibilidad aumentaba
cuando se realizaban pruebas en paralelo, mientras que la especificidad aumentaba
en pruebas en serie, llegando incluso al 99,9% en algunas combinaciones (119).

La Asamblea Mundial de la Salud en 2012, a través de la resolucion WHA63.20, y
la OPS en 2010, mediante la resolucion CD50.R17, establecieron y pusieron en
marcha la actual estrategia y Plan de Accion para la prevencion, control y atencion
de la EC. Este plan incluye medidas para la erradicacion de los vectores,
interrupcién de las transmisiones domésticas y el fortalecimiento de nuevos planes
para la prevenciéon y control de la enfermedad. Ademas, se busca mejorar el acceso
a la atencidbn médica para el diagnéstico, tratamiento y seguimiento de la EC,
especialmente entre las poblaciones de bajos recursos y marginadas, ya que la
proporcion de personas afectadas sigue siendo alta en estos grupos (120). En este
contexto, es importante destacar que actualmente las pruebas de deteccion para la
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EC son realizadas en pocos laboratorios especializados y certificados, lo que limita
su alcance. Por tanto, seria esencial contar con pruebas rapidas y efectivas que
puedan ser implementadas en todos los niveles de atencion, para asi agilizar el
diagndstico y garantizar una atencidén oportuna a los pacientes afectados.

En Colombia, se han establecido responsabilidades por niveles en el manejo de la
EC. Las entidades administradoras de salud son responsables de realizar pruebas,
analizar el comportamiento epidemiolégico de su poblacién y llevar a cabo
actividades de control y prevencion de la enfermedad. Estas entidades informan
sobre la situacién a los niveles municipales y departamentales, quienes deben
fortalecer y participar en las actividades con las comunidades, asi como notificar a
nivel nacional y solicitar los insumos y medicamentos necesarios para continuar con
la meta de erradicacion de la enfermedad. Es esencial consolidar los datos de los
casos confirmados por EC, definir la incidencia de los casos y analizar la asociacion
geografica teniendo en cuenta los datos histéricos y los riesgos estudiados. En caso
de brotes en zonas no endémicas, es importante considerar todas las vias de
transmision, ademas de la vectorial (35).
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3. Hipotesis

3.1.Hipotesis

Los aptameros obtenidos mediante Bio-SELEX son Utiles para la identificacion de
un biomarcador potencialmente aplicable como herramienta diagndstica para la
enfermedad de Chagas en fase cronica.

3.2.Hipotesis nula

Los aptdmeros obtenidos mediante Bio-SELEX no son Utiles para la identificacion
de un biomarcador potencialmente aplicable como herramienta diagndstica para la
enfermedad de Chagas en fase cronica
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4. Objetivos

4.1.0bjetivo general
Identificar biomarcadores potencialmente U(tiles para el diagnostico de la

enfermedad de Chagas en fase cronica utilizando la estrategia Bio-SELEX.

4.2.0bjetivos especificos

1. Identificar las secuencias de nucleétidos de los aptameros con capacidad de
unirse a biomarcadores especificos relacionados con la EC.

2. Aislar los potenciales biomarcadores identificados por medio del aptamero

seleccionado.

Identificar los biomarcadores aislados por el aptdmero seleccionado.

4. Caracterizar la interaccion entre el aptdmero seleccionado y el biomarcador
identificado.

w
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5. Metodologia

5.1.Enfoque metodoldgico de lainvestigacion

Este estudio tiene un enfoque cuantitativo en el cual a partir de la recoleccion y
analisis de datos numéricos y estadisticos obtenidos a través de un proceso
inferencial se busca probar la hipotesis previamente formulada.

5.2.Tipo de estudio

Descriptivo exploratorio observacional ambispectivo. Es un estudio de caracter
estadistico en el que no se realizara intervencion, sino que se analizaran diferentes
variables que nos aproximen a una respuesta a la pregunta de investigacion y a la
hipétesis generada y nos ayuden a conocer el tema a mayor profundidad.

5.3.Poblacién
5.3.1. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio estd compuesta por 18 muestras de suero seleccionadas a
conveniencia y las cuales se dividieron en 4 grupos diferentes. Estas muestras
fueron obtenidas previamente del banco de sueros disponible en el Instituto
Colombiano de Medicina Tropical. La distribucién de los grupos de sueros fue la
siguiente:

Grupo 1: mezcla de 5 sueros de controles sanos que nunca fueron diagnosticados
para la EC, ni para Leishmaniasis.

Grupo 2: mezcla de 5 sueros de pacientes con diagndstico confirmado de
leishmaniasis cutanea mediante la visualizacion del parasito por microscopia a partir
de muestras de piel. (control negativo para diagnéstico diferencial por la relacién
filogenética entre Leishmania spp. y T. cruzi.)

Grupo 3: mezcla de 3 pacientes con diagnéstico de EC confirmados por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) con titulos bajos (<1:64).

Grupo 4: mezcla de 5 sueros de pacientes con diagnéstico de EC confirmados por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) con titulos altos (>1:64).

5.3.2. Criterios de exclusion

Para el estudio se excluyeron las muestras de suero que no contaban con el
volumen suficiente para su procesamiento (menos de 100uL), y también aquellas
gue para la EC no tenian registro de los titulos de anticuerpos por IFI.
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5.4.Variables
5.4.1. Variables dependientes

La variable dependiente del estudio es la o las proteinas presentes en el suero de
los pacientes con EC, expresadas de forma diferencial. Estas proteinas se
consideran potenciales biomarcadores, y su identificacion por parte de los
aptameros que los reconocen de forma especifica permitira un primer paso en la
elaboracion de un prototipo de una nueva prueba diagndstica para la EC en su fase
cronica.

5.4.2. Variables independientes o covariables

Las variables independientes del estudio son los aptameros, la afinidad de unién de
los aptameros a la proteina y la capacidad que tienen los aptameros para detectar
la proteina en los sueros de los pacientes con EC.

5.5.Recoleccién de la informacion
5.5.1. Fuentes de informacién

La recoleccién de la informacion fue de fuente primaria, ya que los datos se
obtuvieron a partir de los resultados de los diferentes ensayos que se realizaron por
parte de los investigadores principales. La informacion de fase secundaria
corresponde Unicamente al diagndstico previo de los sueros utilizados para los
grupos de leishmaniasis y de la EC con sus respectivos titulos en la prueba IFI.

5.5.2. Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacién

Se realiz6 un formato en el cual se diligencié el paso a paso de cada proceso
experimental realizado por los investigadores principales, incluyendo resultados y
modificaciones pertinentes a cada uno de los protocolos. La primera etapa incluyé
el analisis bioinformatico de los aptdmeros y de las proteinas y la segunda parte, la
estandarizacion de todas las técnicas de laboratorio que nos van a permitir obtener
la proteina diana para la elaboracion del prototipo de prueba diagndstica para la EC
en fase cronica.

5.5.3. Procedimiento de recoleccién de informacién
Objetivo 1
5.5.3.1. Extraccion de proteinas de los sueros

Se formaron grupos de sueros (pacientes sanos, pacientes con diagnoéstico de
leishmaniasis, pacientes con diagnostico de EC con titulos bajos y pacientes con
diagndstico de EC con titulos altos). Las proteinas totales se extrajeron mediante el
método de Trizol utilizando los reactivos TRI reagent® BD (Molecular Research
Center, Inc.) segun las especificaciones del proveedor. La cuantificacion de las
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proteinas se realizo con el kit comercial BCA Protein Assay Kit (ab102536, Abcam)
y su integridad se evalué mediante electroforesis en SDS-PAGE.

5.5.3.2. Bio-SELEX
55.3.2.1. SELEX tradicional

Se obtuvieron los extractos de proteinas de los sueros de los pacientes positivos
para EC, y se agruparon en una unica muestra, a partir de la cual se llevo a cabo la
técnica SELEX. Para esto, se utilizo el protocolo publicado por Wang et al en 2019
con algunas modificaciones (121). La biblioteca de oligonucleétidos utilizada consto
de una regidn variable de 40 nucledtidos y 2 regiones conservadas (5'-
GTCTATATGATCTGTAACTC-N40-CCAGCAGTGAGTCATCAGAT-3") en los
extremos, para facilitar su deteccidon y amplificacion mediante PCR. Para la
amplificacion de las bibliotecas, se empleé un oligonucleétido sentido
complementario a la region conservada en el extremo 3 (5'-
GTCTATATGATCTGTAACTC-3") y un oligonucleétido antisentido complementario
al extremo 5' (5'-ATCTGATGACTCACTGCTGG-3') (figura 11).

La biblioteca fue amplificada mediante PCR utilizando el kit comercial 2X PCR
HotStart Master Mix con colorante (ABM). El perfil térmico utilizado consistié en una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 2 minutos, seguida de ciclos de 95°C
durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos, y 72°C durante 30 segundos.
Finalmente, se llevd a cabo una extension final a 72°C durante 10 minutos. Se
realizaron 18 ciclos de amplificacion.

Tras la amplificacion de la biblioteca, se sometieron 0.2 nmol de la muestra a 95°C
durante 10 minutos y luego se dej6 enfriar a 18°C-20°C para promover el
plegamiento de los aptameros, paso fundamental para reconocer su blanco. A
continuacion, se incubd la muestra con 0.1 nmol de proteinas sensibilizadas en 200
pl de Buffer SELEX (pH 7.4 PBS que contiene 2.5 mM de MgCL2, Tween20 al 0.02%
y 1 mM de heparina en 1L de agua miliQ) durante 1 hora a 37°C para facilitar la
interaccion entre los ADNss y las proteinas. Los complejos de ADNss y proteinas
unidas se eluyeron con 50 ul de agua a 95°C durante 5 minutos, y los ADNss
resultantes se amplificaron mediante PCR, siguiendo el protocolo previamente
mencionado, durante 18 ciclos.

Inicialmente se llavaron a cabo 3 rondas de seleccién negativa, utilizando las
proteinas totales extraidas de los grupos control 1y 2, asi como pocillos vacios, con
el objetivo de descartar las secuencias que tengan afinidad por blancos no
especificos 0 no deseados.

Posteriormente, se llevaron a cabo 10 rondas de seleccién positiva para seleccionar
las secuencias con mayor afinidad por las proteinas presentes en los grupos de
muestras de pacientes con EC en fase crénica (grupos 3 y 4). Una vez finalizadas
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las rondas de seleccidn, las secuencias unidas fueron recuperadas y posteriormente
enviadas para su secuenciacion.

SDS-PAGE 3. Espectrometria de masas

Control  EC
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Figura 11. Esquematizacion de la estrategia Bio-SELEX para obtener aptameros que reconocen
biomarcadores especificos para la fase crdnica de la enfermedad de Chagas a partir de muestras de
suero. EC: enfermedad de Chagas (muestras de suero) ssDNA: ADN de cadena simple. PCR:
reaccién en cadena de la polimerasa. NGS: secuenciaciéon de nueva generacion. SDS-PAGE:
electroforesis en gel de poliacrilamida.

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit
of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.

5.5.3.2.2.  Secuenciacion y andlisis

Después de completar 3 rondas de SELEX negativas y 10 rondas de SELEX
positivas, las secuencias de ADNss seleccionadas fueron enviadas a Admera
Health Biopharma Services para su secuenciacion utilizando el equipo llumina, con
un tamafo de lectura de 2x250 por muestra. Una vez obtenidas las secuencias, se
realizo el andlisis de datos.

Inicialmente, se procesaron las secuencias mediante el software Cutadapt (122)
para eliminar las regiones no deseadas y quedarse Unicamente con las secuencias
de la region variable de 40 nucledtidos, eliminando los adaptadores de
secuenciacion y de las bibliotecas de los extremos 5'y 3'. Aquellas secuencias que
no cumplian con el niumero de nucledétidos requeridos fueron descartadas. A
continuacion, se evaluo la calidad de las secuencias seleccionadas utilizando el
software FASTQC (123).

Para determinar la abundancia de cada secuencia y seleccionar los 5 grupos de
aptameros con mayor representatividad, se evalu¢ la cantidad de lecturas y lecturas
por millén (reads y rpm) utilizando el software Fastaptamer (124). Luego, se utilizé
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el programa GLAM2 (125) para identificar los motivos comunes presentes en cada
uno de los 5 grupos de aptameros seleccionados.

A continuacién, se procedi6 a la prediccion e identificacion de la estructura 2D de
cada grupo de aptameros utilizando el software MFold (126). Posteriormente, se
utilizé el software RNAComposer (127) para predecir las estructuras 3D de ARN de
los aptameros. Seguidamente, se convirtieron las estructuras 3D de ARN a
estructuras 3D de ADN utilizando el software Discovery Studio Visualizer (128),
reemplazando todos los uracilos por timinas y modificando el azucar de ribosa a
desoxirribosa.

El analisis se realizO de esta manera siguiendo el protocolo recomendado
actualmente por diferentes investigadores (129-131) debido a que no se cuenta
actualmente con un software para obtener estructuras 3D de ADN de cadena
sencilla directamente desde su secuencia lineal.

Finalmente, para afiadir hidrogenos a las estructuras 3D de ADN de los aptameros
se utilizo el software Swiss PDB Viewer (132) Este paso es crucial para los analisis
de "Docking" y para obtener estructuras 3D completas y precisas.

Objetivo 2
5.5.3.2.3.  Sintesis del aptamero

La secuencia del aptdmero con mayor representatividad identificado después de la
estrategia SELEX, la secuenciacion y andlisis de datos se nombré como CH1, el
cual, fue marcado con biotina en el extremo 3' durante 30 minutos a 37 °C usando
Biotin 3' End DNA Labelling Kit (PIERCE) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

5.5.3.2.4. Aislamiento de biomarcadores usando los
aptameros seleccionados

Se utilizaron cuatro tubos eppendorf de 1,5 mL para llevar a cabo el procedimiento.
En cada tubo se colocaron 50 pL de perlas magnéticas acopladas a estreptavidina
conjugada con HRP (Thermo Fisher Scientific Inc.). Estas perlas fueron lavadas tres
veces con 100 pL de Buffer SELEX 1X y las nanoparticulas fueron recuperadas
utilizando una gradilla magnética (The MagneSphere Technology, MyBio™) durante
2 minutos después de cada lavado.

A continuacion, se afiadieron 100 ng del aptamero CH1 biotinilado en un volumen
de 50 pL a cada tubo. La mezcla se incub6 a 18°C durante una hora para favorecer
el acoplamiento del aptamero con las perlas magnéticas funcionalizadas con
estreptavidina. Luego, se realizaron tres lavados con Buffer TBST 1X en 50 L para
eliminar las moléculas no unidas.
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Posteriormente, se agregaron 500 pg de proteinas de cada uno de los cuatro grupos
mencionados anteriormente a cada tubo, en un volumen de 50 pL. Los tubos se
incubaron nuevamente a 18°C durante una hora para facilitar la interaccion entre
los aptameros acoplados a las perlas magnéticas y las proteinas especificas que
pueden reconocer.

Después de esta etapa, se realizaron tres lavados adicionales con Buffer TBST 1X
y los complejos formados se suspendieron en 50 pl de Buffer SELEX 1X.
Seguidamente, se agregaron 25 uL de Buffer Laemmli 2X a cada tubo y se
incubaron durante 10 minutos a 95°C. Esta etapa permiti6 desnaturalizar las
proteinas y los aptameros, preparandolos para su resolucion en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12%. Los geles se corrieron durante 2 horas a 80V vy,
finalmente, se tifieron con Coomassie Brilliant Blue R-250 (BIORAD 1610436) para
visualizar los complejos obtenidos.

Objetivo 3
5.5.3.2.5. Espectrometria de masas

Las bandas observadas, que corresponden a las proteinas identificadas por el
aptamero CH1, se separaron mediante un corte realizado con una lanceta estéril.
Posteriormente, estas bandas fueron enviadas a la empresa Creative Proteomics
(EE.UU.) para su identificacion mediante cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS).

En el analisis de espectrometria, las sefiales obtenidas fueron comparadas con las
bases de datos disponibles, con el objetivo especifico de buscar proteinas de Homo
sapiens y T. cruzi. Para ello, se utilizé el equipo Q Exactive HF MS/MS y el software
Maxquant (1.6.2.6).

5.5.3.2.6. Andlisis bioinformaticos del biomarcador
identificado

5.5.3.2.6.1. Analisis de datos LC-MS/MS

Los datos obtenidos se analizaron para identificar las proteinas aisladas por el
aptamero previamente seleccionado, utilizado como molécula de captura, tanto de
las proteinas extraidas de los sueros de los pacientes como directamente de las
muestras de suero de los pacientes confirmados con EC (figura 12).

El enfoque de los analisis se centré en aquellas proteinas que eran comunes en
ambos grupos (proteinas extraidas de la mezcla de sueros de los pacientes y
proteinas identificadas directamente de las muestras de suero individuales). Para
llevar a cabo esta identificacidn, se realiz6 una busqueda exhaustiva en la literatura
para encontrar bibliografia especializada que mencionara las proteinas identificadas
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y su relacién con el desarrollo de la EC, tanto proteinas de origen humano como
aguellas provenientes del parasito T. cruzi.

Andlisis bioinformatico de biomarcadores aislados

v

Analisis de datos * Busqueda proteinas comunes
LC-MS/MS *  Revision de literatura

|
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Figura 12. Diagrama de flujo de los analisis bioinformaticos realizados después de la identificacion
del biomarcador.

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit
of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.

5.5.3.2.6.2. Alineacion multiple

Las secuencias de proteinas identificadas del parasito T. cruzi se sometieron a
comparacion con proteinas de otros organismos relacionados, tales como Homo
sapiens, Trypanosoma sp, Leishmania spp, y otros, mediante el uso de
herramientas bioinformaticas como Smart BLAST (133). El propésito de esta
comparacion es evaluar la potencial utilidad diagnostica de la proteina y verificar si
puede exisitir alguna interferencia en la busqueda de un diagndstico especifico. Es
fundamental determinar si pueden ocurrir reacciones cruzadas con proteinas del
huésped o de otros agentes infecciosos, ya que esto podria conducir a falsos
positivos. Por lo tanto, se busca analizar su capacidad de diagnéstico y su
susceptibilidad a interferencias que puedan provenir de co-infecciones o de otros
elementos que puedan afectar la precisién del diagndstico.
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Objetivo 4
5.5.3.2.6.3. Busqueday prediccion de estructuras 3D

Las secuencias de las proteinas identificadas mediante LC-MS/MS se analizaron en
la base de datos Uniprot para buscar estructuras de cristal previamente reportadas.
En aquellos casos donde no se encontraron estructuras resueltas, se procedié a
predecir la estructura 3D utilizando el software online gratuito AlphaFold DB(134).
Por otro lado, la prediccion de la estructura 3D del aptamero CH1 se obtuvo como
se explicé anteriormente.

5.5.3.2.7.  Docking molecular proteina-aptamero

Una vez obtenidos los archivos PDB de la proteina y el aptamero seleccionado, se
realizo el acoplamiento proteina-ADNSss utilizando el software en linea PyDockDNA
con los parametros recomendados por defecto (135). Se selecciond el modelo con
la calificacibn mas alta y la energia de interacciébn mas baja.

5.5.3.2.8.  Analisis de interacciones proteina-aptamero

Posteriormente, se procedio a la aplicacion del software Chimera 1.15 (136) para la
visualizacion y andlisis del complejo aptdmero-proteina. Utilizamos esta
herramienta para calcular el potencial electrostatico tanto de la proteina como del
aptamero, lo que nos proporciond informacidén valiosa sobre las interacciones
electrostaticas presentes en el complejo. Ademas, empleamos las herramientas
FindHBond y Find Clashes/Contacts para identificar posibles interacciones
intermoleculares y determinar los amino&cidos de la proteina y los nucleétidos del
ADNSss involucrados en el reconocimiento molecular.
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6. Aspectos éticos

El estudio se desarroll6 en concordancia con los aspectos éticos estipulados en la
resolucion 008430 de 1993, en el titulo 2, capitulo 1, donde se delimitan los aspectos
éticos de la investigacion en humanos en Colombia. Se respetara la dignidad y
proteccion de los derechos y bienestar de los participantes, ademas de proteger su
privacidad (137).

De acuerdo con la norma se determind la investigacion por una parte sin riesgo ya
que seran utilizadas muestras de sueros de pacientes que ya habian sido
previamente obtenidas para un estudio denominado “INMUNOTROPIC” en el ICMT.
Por otra parte, se determina también un componente de riesgo minimo, ya que para
obtener los sueros de los controles sanos se realizara la toma de muestra con su
debido consentimiento informado. No se manipulara la conducta de los participantes
con medicamentos.

Se empleara consentimiento informado y consentimiento ampliado de las muestras
del estudio “INMUNOTROPIC” para las muestras bioldgicos de los pacientes con
diagnéstico de leishmaniasis y la EC y se empleara un consentimiento informado
para las muestras obtenidas de controles sanos. El consentimiento incluye la
justificacion y objetivos de la investigacion, los procedimientos que se realizaron y
su proposito, la libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento de la
investigacion con la seguridad que se mantuvo la confidencialidad del participante
(Anexo 1 - 4).

El estudio y el consentimiento fueron presentados ante el comité de Bioética del
ICMT que evalud el proyecto.
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7. Resultados

Objetivo 1
7.1.Extraccion de proteinas de muestras de suero

Se obtuvo la siguiente concentracion de proteinas de los diferentes grupos de
estudio (Tabla 1 y Figura 13A).

Tabla 1. Cuantificacion de las proteinas extraidas de muestras de suero

Grupo Concentracién (mg/ml)
Grupo 1 26,24
Grupo 2 26,25
Grupo 3 24,57
Grupo 4 26,19

7.2.Anédlisis de secuenciacién

Después de diez rondas de seleccion positiva y tres rondas de seleccion negativa
de la estrategia SELEX, se envid la biblioteca final para ser identificada mediante
NGS. Obtuvimos 872.575 secuencias. Después de procesar los datos, se obtuvo
204.132 secuencias agrupadas en 38 grupos. Las cinco secuencias mas
representadas se pueden observar en la figura 13.
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Figura 13. Top 5 aptameros seleccionados a partir del analisis de los resultados de NGS. Secuencia
lineal, estructuras 2D y 3D, y prediccién de motivos de los aptameros mas representativos aislados
del ensayo SELEX contra proteinas desconocidas obtenidas de muestras de suero de pacientes con
enfermedad de Chagas.

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit
of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.

Objetivo 2
7.3.Aislamiento de las proteinas

Se sintetiz6 el aptamero mas representativo, al cual nombramos CHL1, y se le acoplé
una biotina en el extremo 5 (CH1b). Luego, el CH1b se unié a perlas magnéticas
mediante estreptavidina, formando asi el complejo perlas magnéticas —
Estreptavidina — Biotina — Aptamero CH1. A continuacion, se mezclaron las
proteinas totales de las muestras de suero con el complejo para aislar el
biomarcador reconocido por CH1b.

Tras la incubacion y tres lavados, se realizaron geles de poliacrilamida SDS-PAGE
y se tifieron para visualizar los biomarcadores aislados (Figura 14). Se observé un
patrén de banda alrededor de 70 kDa en el grupo 3, mientras que en el grupo 4 se
detectaron varias bandas, marcadas dentro de un rectangulo negro llamado B1, las
cuales fueron enviadas para su identificacion mediante LC-MS/MS (Figura 14B). En
el grupo 1, no se observaron bandas, y en el grupo 2 se detecté una banda débil.

Al analizar las muestras de suero individuales, se observé un patrén de banda
similar alrededor de 70 kDa en los pacientes con EC (1 a 5) (Figura 14C). La muestra
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de suero de un individuo denominado NG1 revel6 una banda débil alrededor de 70
kDa, mientras que las demas muestras de suero de individuos

negativos (NG2-NG4) no mostraron ninguna banda. La banda observada en la
muestra de suero del paciente confirmado con EC, denominada EC1 y resaltada
dentro de un rectangulo negro llamado B2, fue enviada para su identificacion
mediante LC-MS/MS (Figura 14C).

MW 1 2 3 4 MW EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 NG1 NG2 NG3 NG4

A

Figura 14. Aislamiento de biomarcadores mediante pull-down utilizando aptdmero CH1. A) Extractos
de proteinas totales de muestras de suero de los Grupos 1, 2, 3, 4. B) Aptdmero CH1 acoplado a
perlas magnéticas con estreptavidina en contacto con proteinas aisladas del grupo 1, 2, 3, 4. C)
Proteinas aisladas con aptamero CH1 de muestras de suero individuales. Muestras de suero
individuales EC1, EC2, EC3, EC4 y EC5 con confirmacién de EC, muestras de suero individuales
NG1, NG2, NG3, NG4 sin confirmacion de EC. Los recuadros negros B1 y B2 muestran muestras
extraidas y enviadas para su identificacién empleando LC-MS/MS.

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit
of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.

Objetivo 3
7.4.1dentificacion de proteinas reconocidas por CH1

Los resultados de la espectrometria de masas mostraron un total de 161 proteinas
humanas y dos proteinas de T. cruzi en Bl (proteinas extraidas del suero de
pacientes con EC), asi como 77 proteinas humanas y ocho proteinas de T. cruzi en
B2 (suero de pacientes con EC). De estas, 28 proteinas humanas fueron
identificadas tanto en B1 como en B2 (Tabla 2). Por otro lado, la subunidad alfa de
la ATPasa (K2MV19) de T. cruzi fue la Unica proteina identificada en ambos grupos
(B1y B2) (Tabla 3).
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Tabla 2. Proteinas humanas (28) identificadas tanto en el grupo de proteinas extraidas como en el
grupo de muestras de suero de pacientes positivos.

ID proteina e Funcién biolégica/molecular | Localizacion celular
molecular
[kDa]
P01009 46,736 Inhibidor serin proteasa Extracelular
P01011 47,65 Inhibidor serin proteasa Extracelular
P01019 53,11 Vasoconstrictor Extracelular
P01024 187,15 Via alterna del complemento Extracelular
P01040 11,006 Inhibidor serin proteasa Citoplasma
P01834 11,765 Respuesta immune adaptativa Membrana celular
PODOX5 49,328 Respuesta immune adaptativa Membrana celular
P01871 49,439 Respuesta immune adaptativa Membrana celular
P01876 37,654 Respuesta immune adaptativa Membrana celular
Transporte y metabolismo de
P02649 36,102 Extracelular
lipidos
P02746 26,721 Via del complemento Extracelular
P02790 51,676 Transporte grupo hemo Extracelular
Regulacion de procesos
P06702 13,242 inflamatorios y respuesta Citoplasma
inmune.
P07358 67,046 Via alterna del complemento Extracelular
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P10909 52,494 Chaperona Extracelular
P13804 35,079 Transporte de electrones Matriz mitocondrial

Union cellular,
P14923 81,744 Adhesion celular

Unién adherente.

Unién celular,
P15924 331,77 Adhesion celular

Desmosoma.
P29508 44,564 Inhibidor serin proteasa Citoplasma
Q86SG5 11,305 Unién iones de calcio Citoplasma
P31944 27,679 Proteasa e hidrolasa Citoplasma
P61626 16,537 Enzima bacteriolitica Extracelular
P81605 11,284 Actividad bacteriolitica Extracelular
Q02413 113,75 Adhesion celular Membrana celular
P38646 67,859 Chaperona Mitocondria

Metabolismo y biosintesis de
Q13085 265,55 Citoplasma
lipidos

Q8N6T7 39,118 Reparacién dafo ADN Nucleo
QINZT1 15,892 Unidén iones de calcio Extracelular

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit
of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.
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Tabla 3. Proteinas de T. cruzi (9) identificadas a partir de proteinas extraidas y muestras de suero
de pacientes con EC.

Peso L.
ID ID proteina molecula Funcién biolégica/molecular Ll PRl
celular
r [kDa]
Complejo ATP
Actividad de la ATP sintasa sintasa
K2MV19 58,542 transportadora de protones, transportador de
B1 mecanismo de rotacion protones, nucleo
catalitico F(1)
K2MNO0O 52,291 No caracterizada No caracterizada
V5BEU9 57,121 No caracterizada No caracterizada
Complejo ATP
Actividad de la ATP sintasa sintasa
K2MV19 58,542 transportadora de protones, transportador de
mecanismo de rotacion protones, nucleo
catalitico F(1)
V5BL31 52,242 Union de ATP y actividad de hidrdlisis No caracterizada
de ATP.
B2 . . . . . .

Q4D7V0 26.161 Union de ATP y actividad de hidrolisis Membrana

de ATP.

K2MSY3 71,981 Union de GTP y actividad GTPasa No caracterizada
A0A2V2XB66 48,754 No caracterizada No caracterizada
AO0A7J6Y9P5 31,276 interacciones proteina-proteina No caracterizada

K2NAQ7 35,235 No caracterizada No caracterizada

Complejo ATP
B1 and Actividad de la ATP sintasa sintasa
B2 K2MV19 58,542 transportadora de protones, transportador de

mecanismo de rotacion

protones, nucleo
catalitico F(1)

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit
of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.

7.5.Analisis bioinformético de proteinas aisladas

Se realiz6 una busqueda exhaustiva en la literatura para identificar una relacién
entre las proteinas humanas encontradas en los resultados de LC-MS/MS y su
posible participacion en la fisiopatologia de la EC. Por otro lado, se caracterizaron
las proteinas pertenecientes al parasito T. cruzi en busca de dominios y motivos, y
se alinearon con multiples secuencias de diferentes organismos para evaluar su
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grado de conservacién en comparacion con proteinas heterdlogas (Figura 15A,
15B).

En la Figura 15A se presenta el esquema de la estructura primaria de la subunidad
alfa de ATPasa, mostrando claramente su dominio de unién a nucleoétidos y el
dominio perteneciente a la familia de las ATP sintasas, asi como la ubicacion de
una regién critica para su funcién. Es relevante destacar que, aparentemente, el
aptdmero no se une a ninguno de estos sitios activos de la proteina.

Se ha identificado similitud en la secuencia de la proteina de la subunidad alfa de
ATPasa de T. cruzi con otros organismos, como Leishmania donovani (89,6%),
Thermotoga (49,05%), Homo sapiens (52,26%), Mus musculus (52,26%) y Glycine
max (49,38%). Especificamente, el alto porcentaje de similitud (89,6%) en la
secuencia proteica con Leishmania donovani podria estar relacionado con la
pequefia banda observada en el extracto de proteinas de sueros de pacientes con
leishmaniasis, unidas al aptdmero CH1, como se muestra en el carril 2 de la Figura
15B.

Objetivo 4
7.6.Docking molecular (MD) de la subunidad alfa de ATPasa-CH1

Se seleccion6 el mejor modelo (Rank 1) obtenido de PyDockDNA, el cual
presentaba los porcentajes mas bajos de restricciones, energia de union
electrostatica y desolvacion, asi como las orientaciones de acoplamiento mas
precisas (Figura 15C). En este experimento de MD, se identificaron cinco
aminoacidos criticos (Phe5, Arg249, Lys459, Ala245 y Arg576) que interactlan con
el aptamero CH1 de la proteina subunidad alfa de la ATPasa, asi como cuatro
nucleétidos esenciales (C2, C8, T10 y C29) necesarios para la interaccion con la
proteina (Figura 15D).

7.7.Analisis de interacciones entre Tc ATPasa subunidad alfay el aptamero
CH1

El coloreado de superficie coulémbica muestra el potencial electrostatico de la
proteina, revelando una distribucion de cargas altamente positivas en la region mas
cercana al contacto con el aptamero. Esto sugiere la importancia de las
interacciones entre las cargas de los aminoacidos y nucleétidos para la union
proteina-aptamero (Figura 15C). Ademas, en la Figura 15D se presentan los
posibles contactos nucledtido-aminoacido encontrados mediante el uso del software
Chimera, los cuales se detallan en la Tabla 4.
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A

Sitio
activo

Dominio de union de

nucletétidos
(180-403)

C-terminal dominio de
familia ATP sintasa
(410-495)

perrormmmace] [ o Jemrmmmmme e iy | Aminoacidos
1 100 200 300 400 500 578
B
Organismos ID Proteina Similitud (%) | E-value
Trypanosoma cruzi K2MV19 100 0,0
Leishmania donovani XP_003858238.1 89,6 0,0
Thermotoga WP_004082064.1 49,05 5e-141
Homo sapiens NP_001001935.1 52,26 3e-136
Mus musculus NP_031531.1 52,26 9e-136
Glycine max XP_040863581.1 49,38 2e-134

Figura 15. Analisis bioinformatico de biomarcadores aislados. A) Estructura primaria de la subunidad
alfa de la ATPasa de T. cruzi. B) Top 5 de proteinas heterélogas identificadas por alineacion multiple
C) Representacion gréafica de la mejor interaccion entre la subunidad alfa de la ATPasa y el aptamero
CHZ1 usando el software PyDockDNA D) Representacion de las interacciones identificadas entre los

nucleétidos del aptdmero CH1 y los amino&cidos de la ATPasa Proteina de la subunidad alfa.

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit

of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.

Tabla 4. Aminoacidos y nucleétidos involucrados en la interaccién entre la subunidad alfa de la
ATPasa de T. cruzi y el aptamero CH1.

Subunidad

alfa de la Aptamero Superposicion  Distancia
ATPasa H1
Arg249 T10 1.465 2.175
Lys459 C29 1.445 1.835
Ala245 T10 1.445 2.315
Arg249 C8 1.210 2.530
Lys459 C29 1.157 2.093
Arg576 C29 1.141 2.379
Arg576 C29 1.134 2.386
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Arg576 C29 1.090 2.430
Lys459 C29 1.053 2.347
Arg249 T10 1.026 2.734
Lys459 C29 1.026 2.494

Phe5 C2 0.931 2.469
Arg249 C8 0.916 2.794
GIn252 T10 0.886 2414
Ala245 T10 0.833 2.927
Arg249 T10 0.812 2.678
Ala245 T10 0.803 2.957

Phe5 C2 0.777 2.623
Tyr254 C29 0.719 2.841
Ala245 T10 0.718 3.042
Arg249 C8 0.709 3.031
Ala245 T10 0.690 2.650
Arg249 C8 0.682 1.978
Arg249 T10 0.660 2.980
Arg576 C29 0.642 2.878
Arg249 T10 0.626 2.774
Arg249 C30 0.624 2.896

Fuente: Tomado sin modificaciones de: Morales M, et al. Identification of the ATPase alpha subunit

of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of Chagas disease. 2023.
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8. Discusion

En este estudio, se llevd a cabo la estrategia de Bio-SELEX para obtener aptameros
con la capacidad de identificar posibles biomarcadores en muestras de suero de
pacientes diagnosticados con enfermedad de Chagas en fase cronica. El
diagndstico de la enfermedad en esta etapa representa un desafio significativo que
requiere enfoques diferentes para controlar adecuadamente su transmision.

Después de realizar la estrategia de SELEX, se identifico el aptdmero CH1 como
una molécula de captura potencial de nuevos biomarcadores para la enfermedad
de Chagas en fase cronica.

El aptamero CH1 interesanteme cuenta con un alto contenido de pares G-C, que
representa el 72,5% de su secuencia, sin la presencia de bases de adenina.
Ademas, su estructura tridimensional contiene un nudo poco comun en la
secuencia. Si bien estructuras mas complejas como horquillas, pseudonudos y G-
cuadruplex ofrecen una mayor estabilidad a los aptameros, lo que los hace mas
prometedores para futuras aplicaciones. ElI motivo predicho del aptamero CH1,
CCCTCT, se ha asociado previamente con la formacién de ADN de triple hélice (H-
DNA) (138), lo que representa un area prometedora para investigaciones futuras.

Utilizando el aptamero CH1 y la técnica de Pull-Down, llevamos a cabo el
aislamiento los potenciales biomarcadores presentes en los sueros de los pacientes
con EC. Mediante el uso de LC-MS/MS, se logr6 identificar completamente los
biomarcadores candidatos, detectando un total de 166 proteinas humanas en la
banda B2 (muestras de suero de pacientes con EC) y 77 proteinas humanas en la
banda B1 (extractos de proteinas de las muestras de suero). Entre estas proteinas
identificadas, se encontraban la albumina, factores de coagulacion y anticuerpos,
que son componentes comunmente presentes en el suero de pacientes sanos.

De todas las proteinas identificadas, solo 28 se encontraron en ambos grupos (B1
y B2). Estas proteinas son conocidas por tener un impacto significativo en la
fisiopatologia de la EC. Algunas proteinas como la alfa-1-antitripsina (AAT), la alfa-
1-antiquimotripsina y SERPIN B3 son cruciales en la regulacién de la actividad de
enzimas durante la inflamacién y la remodelacion de tejidos. En el contexto de las
interacciones huésped-patdgeno, estas proteinas pueden inhibir las proteasas de
cisteina liberadas por el parasito durante los procesos infecciosos. Sin embargo, el
aumento de los niveles de estas proteinas puede llevar a una mayor inflamacion,
dafio tisular y, en Jd(ltima instancia, aumentar el riesgo de problemas
cardiovasculares asociados con la enfermedad (139-141).

Por otro lado, los componentes del complemento, como se encontré en este estudio
C3, C8, C1q y la subunidad B del componente C1 (C1QB), son partes esenciales
de la respuesta inmunitaria innata humana en el reconocimiento y eliminacion de
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patogenos. En la EC, el sistema del complemento es un mecanismo de defensa
importante y puede eliminar directamente a los parasitos y favorecer su eliminacion
mediante la accion de las células fagociticas. Los tripomastigotes sanguineos son
resistentes al complemento debido a la produccion regulada en su desarrollo de
glicoproteinas de superficie, que restringen la activacion del complemento en el nivel
de la formacion de la convertasa de C3. Como resultado, los parésitos pueden
escapar de la lisis por parte del sistema del complemento del huésped (142). Este
mecanismo de evasion es crucial en la cronicidad de la EC. Se ha informado que
en ratones con deficiencia inducida de factores del complemento e infectados con
T. cruzi, se observé una exacerbacion de la infeccion debido a un incremento
significativo en la carga parasitaria, lo que resultd en una mayor mortalidad en
comparacion con los ratones en los que no se indujo deficiencia del complemento
(143). Sin embargo, otro estudio encontré6 que en los tejidos miocardicos, los
parasitos de T. cruzi se asociaron con una mayor activacion del complemento (144).
Se necesita comprender mejor en qué medida la activacion del complemento
durante la EC afecta la evolucién de la infeccion.

En este estudio se identificaron varios tipos de inmunoglobulinas. Los anticuerpos
IgG pueden encontrarse en diferentes etapas de la infeccion y durante toda la
presentacion clinica de la enfermedad. Mientras tanto, los anticuerpos IgA se
detectan tipicamente en la forma digestiva de las fases cronica y aguda de la EC,
junto con los anticuerpos IgM (145).

Ademas, la apolipoproteina E (ApoE) es una proteina que desempefia un papel
crucial en el transporte y metabolismo de lipidos (grasas) en el organismo. Se
sintetiza principalmente en el higado y se encuentra en diferentes tejidos, incluido
el cerebro. Estudios han demostrado que los ratones deficientes en ApoE son
propensos a desarrollar aterosclerosis, fenobmeno que también se observa en
animales infectados con T. cruzi. Para investigar ain mas el papel de ApoE en esta
enfermedad, se infectaron ratones knockout con dos cepas de T. cruzi. Después de
cuatro semanas, se observo la produccién y migracion de células proinflamatorias
hacia las células cardiacas, lo que indica que ApoE puede desempefar un papel
antiaterosclerdtico significativo en ratones, especialmente durante la fase aguda de
la enfermedad (146).

La hemopexina es una proteina que se une Yy transporta hemo, una molécula
liberada durante la degradacion de la hemoglobina. La hemopexina desempefia un
papel vital en la prevencion de los efectos toxicos del hemo libre al transportarlo al
higado para su degradacion. Normalmente, el complejo hemo-hemopexina es
captado y eliminado por los macrofagos. Sin embargo, también puede representar
una fuente crucial de hierro para ciertos agentes infecciosos, como T. cruzi. El hierro
es fundamental para el crecimiento, diferenciacion e invasion del parasito (Dick et
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al., 2022). Por lo tanto, T. cruzi puede aprovechar el complejo hemopexina-hemo
como fuente de hierro, promoviendo su diferenciacion de epimastigotes a
tripomastigotes, potenciando su virulencia y contribuyendo al mantenimiento y
progresion de la EC, favoreciendo un aumento del estrés oxidativo y la inflamacion
(147).

S100-A9, también conocida como calgranulina B, la proteina S100-A7A, también
conocida como psoriasina, y la calmodulina son proteinas que se unen al calcio y
desempeiian roles esenciales en la regulacion de diversos procesos celulares.
Estas proteinas estan implicadas en varias enfermedades inflamatorias e
infecciosas debido a su papel en la regulacion del sistema inmunoldgico y su
capacidad para promover el reclutamiento de células inmunes hacia los sitios de
infeccion y la captacion de metales como el hierro o el zinc (148). Se ha detectado
la presencia de la proteina S100A9 en tejido cardiaco durante la fase aguda de la
infeccion por T. cruzi en ratones, lo que indica su importancia en la migraciéon y
reclutamiento de células inmunes para combatir la enfermedad (149). La
calmodulina es crucial en la activacion del factor de transcripcion NFATc1 (factor
nuclear de células T activadas 1), un factor esencial en la respuesta inmune contra
el parasito (150).

El sistema renina-angiotensina (SRA) es un sistema hormonal que regula la presion
arterial, el equilibrio de liquidos y la homeostasis de electrolitos en el cuerpo. El SRA
comprende diversos componentes, incluyendo la renina, el angiotensindgeno (una
proteina producida por el higado), la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y
la angiotensina Il (un potente vasoconstrictor) (151). Cuando la presion arterial o el
volumen disminuyen, se activa el SRAy se libera renina desde los rifiones. La renina
convierte el angiotensindgeno en angiotensina |, que luego se convierte en
angiotensina Il por medio de la ECA (151). El SRA tiene un impacto significativo en
procesos fisioldgicos como la inflamacion, el estrés oxidativo y la fibrosis (151). La
desregulacion del SRA ha sido implicada en la patogénesis de varias enfermedades
cardiovasculares, incluyendo la EC (152). Ademas, la angiotensina Il regula la
respuesta inmune a través de mecanismos dependientes del calcio estimulados por
la calmodulina y juega un papel en el proceso inflamatorio (152). Los farmacos que
inhiben el SRA, como los inhibidores de la ECA, los bloqueadores de los receptores
de angiotensina Il (BRA) y los inhibidores de la renina, se utilizan cominmente para
tratar la hipertension y otras enfermedades cardiovasculares (153). Recientemente,
se ha estudiado el uso de inhibidores del SRA y beta-bloqueantes para el
tratamiento de la CCC, con resultados prometedores (154, 155). Se ha informado
sobre la posible aplicacién de la deteccién de ACE2 para el diagnéstico de la EC y
se ha explicado como la combinacion de la actividad de ACE2 y los niveles de
NTproBNP pueden representar alternativas importantes para predecir la
insuficiencia cardiaca en pacientes con la enfermedad (156).
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La lisozima C y la dermcidina son dos proteinas que presentan actividad
bacteriolitica y antimicrobiana. La lisozima C se expresa en el intestino de dos de
los principales vectores de la EC, Rhodnius prolixus y Triatoma infestans, lo que
sugiere su posible papel en la respuesta inmune del vector (157). Sin embargo, no
se ha informado sobre la actividad de la lisozima C en humanos durante la EC.
Pierce y Kurata reportan la actividad de varios péptidos y proteinas antimicrobianas,
incluyendo la dermcidina, la lisozima C, S100A7 (psoriasina) y S100A8/A9
(calprotectina), contra diferentes tipos de infecciones (158). También se encontro
gue la cistatina se encuentra aumentada tras la infeccion por T. cruzi en el intestino
medio de T. infestans, lo que sugiere su participacion en la respuesta inmune contra
la infeccion en los vectores, principalmente mediante la inhibicion de la cruzipaina
(159). Estos hallazgos proporcionan evidencia potencial de que estas proteinas
identificadas en nuestro estudio podrian desempefar un papel esencial en la
respuesta inmune contra la infeccion por T. cruzi.

La familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) es un conjunto de
chaperonas moleculares conservadas que desempefian un papel crucial en la
regulacion de la proteostasis celular (160). En el contexto de la EC, se llevé a cabo
un estudio con el objetivo de investigar si la HSP70 podria ser un objetivo de la
respuesta inmune humoral durante la infeccion por T. cruzi y si la autoinmunidad
hacia la HSP70 podria contribuir al desarrollo de la EC. Los resultados obtenidos
revelaron que, aunque la HSP70 es un antigeno polipeptidico importante en la
enfermedad, los anticuerpos dirigidos contra la HSP70 de T. cruzi no reaccionan de
manera cruzada contra la HSP70 humana, a pesar de que estas proteinas
comparten un alto grado de similitud en su secuencia de aminoacidos. Estos
hallazgos sugieren que el sistema inmunologico es capaz de mantener la
autotolerancia hacia la HSP70 durante la infeccion crénica por T. cruzi, y que es
poco probable que la autoinmunidad humoral dirigida contra la HSP70 esté
involucrada en la patogénesis de la EC (161).

Se ha demostrado que HSP70 es fundamental para la supervivencia y proliferacion
del parésito T. cruzi, ya que la sobreexpresion de esta proteina en la forma infectiva
del parasito resulta en un aumento repentino de la parasitemia. Estos hallazgos
resaltan el papel crucial que desempefian las HSP en la biologia de los kinetoplastos
y sugieren que pueden ser objetivos valiosos para el desarrollo de nuevas terapias
contra estos parasitos (162). Sin embargo, no se ha informado sobre la expresiéon
de HSP70 humana durante la infeccion, lo que indica que la HSP70 identificada en
estos estudios puede ser la HSP70 del paréasito T. cruzi.

La familia de proteinas de sirtuinas en humanos, que consta de SIRT1-SIRT7, es
conocida por su alto grado de conservacion estructural y funcional. Estas proteinas
se expresan de forma ubicua en varios organos, incluyendo la sangre, el cerebro, el
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corazon, el rifion, el pulmoén, el higado, el ovario, el musculo esquelético, el bazo y
los testiculos, con niveles de expresion variables dependiendo del 6rgano
especifico. Es importante destacar que SIRT1, SIRT6 y SIRT7 se localizan
principalmente en el compartimento nuclear y se ha descubierto que modulan la
expresion génica a través de interacciones con factores de transcripcion, co-factores
0 histonas (163).

SIRT6 es una proteina altamente conservada que participa en la homeostasis de
los telomeros, la reparacion del ADN, el metabolismo de los lipidos y el
mantenimiento de la glucosa en sangre, lo que la convierte en un regulador clave
de las enfermedades relacionadas con la edad. Ademas, SIRT6 desempefia un
papel crucial en la regulacién de la hipertrofia cardiaca, la inflamacién y el estrés
oxidativo, contribuyendo a diversas enfermedades cardiovasculares, incluyendo la
enfermedad coronaria y la insuficiencia cardiaca. Estudios han demostrado que
SIRT6 protege contra la cardiomiopatia isquémica, la hipertrofia miocardica
patologica, la remodelacion cardiaca y la insuficiencia cardiaca. Dadas sus diversas
funciones, SIRT6 podria ofrecer un enfoque novedoso para el tratamiento de la EC.
Auln queda por determinar si SIRT6 desempefia un papel en la infeccion por T. cruzi
(164).

En este estudio, identificamos dos proteinas de T. cruzi en el extracto de proteinas
de pacientes con EC en la fase crénica y ocho proteinas de T. cruzi en el suero de
pacientes con EC. Curiosamente, solo una de estas proteinas fue identificada en
ambos grupos, la subunidad alfa de la ATPasa. Aunque su funciéon aun no esta
completamente caracterizada experimentalmente, podemos especular sobre su
posible papel en la sintesis de ATP u otros procesos celulares. Interesantemente,
la ATPasa mas caracterizada en T. cruzi es la Na+, K+-ATPasa, crucial para
mantener la homeostasis idnica y regular el volumen celular (165). Esta proteina se
encuentra en la membrana plasmatica y bombea activamente iones a través de la
membrana en contra de sus gradientes de concentracion. Es esencial para la
supervivencia y virulencia de T. cruzi, lo que la convierte en un objetivo atractivo
para el desarrollo de farmacos (165).

Caruso-Neves et al. en 1999 fueron los primeros en proporcionar evidencia de una
Na+-ATPasa en un parasito tripanosomatido. Descubrieron que el compuesto
Ouabaina, un inhibidor especifico de la (Na+ + K+)-ATPasa, no inhibia por completo
la actividad de la ATPasa estimulada por Na+ en epimastigotes de T. cruzi, lo que
indica que este parasito tiene una Na+-ATPasa insensible a la Ouabaina (166, 167).
El gen responsable de la Na+-ATPasa en T. cruzi, TCENA, recibié su nombre debido
a su similitud con el gen ENA en plantas y hongos, que es responsable de la Na+-
ATPasa (ENA del término latino "exitus natru™: que significa la salida de sodio) (166).
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Las ATPasas desempefian un papel crucial en el mantenimiento del potencial de la
membrana plasmatica, el cual esta determinado por la distribucion asimétrica de
cargas cuando se establecen gradientes de concentracion de H+, Na+, K+ y Cl- en
condiciones estables. En las formas de tripomastigotes, el potencial de la membrana
plasmatica estd influenciado significativamente por las concentraciones
extracelulares de Na+ y K+ (167). Los tripomastigotes tienen una alta actividad de
Na+-ATPasa que contribuye significativamente a la generacion del potencial de la
membrana plasmatica, lo cual contrasta con lo evidenciado en las formas de
amastigotes. El gradiente de Na+ en las formas de amastigotes no afecta el
potencial de la membrana plasmatica (166). Los niveles de transcripcion de TCENA
varian en las diferentes formas evolutivas del parasito, con formas de
tripomastigotes y epimastigotes que tienen una mayor expresion de TcENA que las
formas de amastigotes (166). La adicién de diferentes concentraciones de NaCl a
una suspension de epimastigotes inicialmente en medio NMG libre de Na+ resulto
en una despolarizacién inmediata y pronunciada, lo cual es consistente con la
observacion de que el Na+ estimula significativamente la actividad de la ATPasa en
células que expresan TCENA de manera dependiente de la dosis (167).

Las ATPasas tipo P ENA y ATP4 de los parasitos protozoarios, originalmente
descritas como Ca2+-ATPasas debido a su similitud con las Ca2+-ATPasas del
reticulo endoplasmico (SERCA), desempeiian un papel crucial en el mantenimiento
de niveles bajos de Na+ en el citosol. Estas bombas de transporte estan ausentes
en los mamiferos, lo que las convierte en objetivos terapéuticos prometedores (165,
168). En consecuencia, en distintas etapas del ciclo de vida de los protozoarios,
incluyendo no solo T. cruzi, la sensibilidad a farmacos dirigidos a la Na+-ATPasa
puede variar, ofreciendo oportunidades para el desarrollo de estrategias
terapéuticas especificas.
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Investigadores han identificado los TESA como una posible herramienta de
diagnostico tanto para la fase aguda como cronica de la enfermedad. En dos
estudios separados, Bautista-lopez et al. (172) y Brossas et al. (173), utilizaron
espectrometria de masas para identificar proteinas pertenecientes a la familia de
las ATPasas como posibles biomarcadores.

El enfoque de Bio-SELEX ha permitido la identificacion directa de la subunidad alfa
de la ATPasa mediante el uso de sueros de pacientes con EC en fase cronica,
evitando asi los métodos convencionales de cultivo celular que implican una extensa
extraccion y secuenciacion de proteinas. Este descubrimiento amplia nuestra
comprension de la compleja maquinaria involucrada en la sintesis de ATP y el
metabolismo celular en T. cruzi. Sin embargo, aln se requiere investigacion
adicional para una caracterizacién completa de la funcion de la familia de ATPasas
y su contribucion a la energética celular y la supervivencia del parasito. Estos
estudios futuros ayudaran a revelar los mecanismos subyacentes y proporcionaran
una vision mas completa de la biologia de T. cruzi y su interaccion con el huésped.
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9. Conclusiones

Mediante la estrategia de Bio-SELEX, identificamos con éxito proteinas de T. cruzi
en muestras bioldgicas de pacientes con Enfermedad de Chagas en fase cronica.
Por lo que, la estrategia Bio-SELEX se ha revelado como una prometedora
herramienta para identificar biomarcadores en diversas enfermedades infecciosas.

El aptdmero CH1 ha sido especialmente disefiado para detectar de manera precisa
este biomarcador en muestras de suero. Este hallazgo ha demostrado la existencia
de un nuevo biomarcador potencialmente util para el diagnéstico de la enfermedad
en esta etapa, lo que permitira mejorar la precision del diagndstico de la EC.

La combinacion del aptdmero CH1 con la subunidad alfa de la ATPasa de T. cruzi
abre la posibilidad de fabricar pruebas de diagnéstico efectivas que puedan ser
implementadas en el campo. Esto permitird determinar con mayor exactitud la
prevalencia de la fase crénica de la EC y facilitard un control mas rapido y efectivo
de esta enfermedad.

Limitaciones del estudio

Se debe destacar el tamafio relativamente pequefio de la muestra utilizada en este
estudio. A pesar de nuestros esfuerzos por seleccionar muestras representativas de
pacientes con Enfermedad de Chagas, asi como de individuos sanos y con
leishmaniasis como grupos de control, la cantidad de muestras podria considerarse
limitada en relacion con la variabilidad inherente a una enfermedad de baja
prevalencia como la enfermedad de Chagas.

Adicionalmente, aunque se busco que las muestras de control, correspondientes a
individuos sanos, no tuvieran enfermedades subyacentes detectables, debemos
reconocer la posibilidad de que algunos participantes de este grupo presentaran
condiciones médicas no diagnosticadas que pudieran influir en los resultados.

Finalmente, es crucial recordar que este estudio puede considerarse una fase inicial
de investigacion, y la validaciéon adicional en una poblacion mas amplia y diversa
seria necesaria antes de que el biomarcador propuesto pueda considerarse como
una herramienta de diagnostico clinico solido.
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Perspectivas

. Caracterizar la funcién de la proteina de forma experimental para lograr
entender a mayor profundidad su papel en la supervivencia y virulencia del
parasito.

. Optimizar la afinidad y especificidad del aptamero mediante la
caracterizacion detallada de las modificaciones en la regién CH1 que puedan
mejorar la unién con la subunidad alfa de la ATPasa de T. cruzi, con el
objetivo de desarrollar un aptamero con alto potencial diagnéstico para la
enfermedad de Chagas en fase cronica.

. Ampliar y fortalecer la validez clinica del aptamero y el biomarcador
desarrollados en este estudio mediante la evaluacion en un conjunto mas
extenso de muestras de pacientes con enfermedad de Chagas en fase
cronica, con el objetivo de validar su utilidad como herramienta diagndstica.
Explorar y comparar diferentes formatos de pruebas diagndsticas, como
ELISA, Western Blot, pruebas de flujo lateral, apta-fluorescencia y apto-
precipitacion, entre otros, con el propésito de identificar el enfoque mas
efectivo y sensible para la deteccion precisa del biomarcador en pacientes
con enfermedad de Chagas en fase croénica.
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Participacion en eventos de divulgacion

Presentacion oral del proyecto en el simposio “Omicas y biomarcadores
asociados a la enfermedad de Chagas y leishmaniasis” llevado a cabo en la
“VIII Reunion Colombiana Leishmaniasis y enfermedad de Chagas” llevada
a cabo en la ciudad Bucaramanga, Colombia el 17 y 18 de agosto del 2023.
Presentacion de poéster en el 21° Congreso Internacional CNB. Colegio
Nacional de Bacteridlogos. Llevada a cabo en la ciudad de Medellin,
Colombia el 13 y 14 de octubre del 2023.

Articulos cientificos

Articulo de revision publicado el 5 de octubre del 2023 en la revista “Parasite
Immunology”, titulado “Biomarkers for the diagnosis, treatment follow-up, and
prediction of cardiac complications in Chagas disease in chronic”. (DOI:
10.1111/pim.13013)

Articulo publicado el 10 de septiembre del 2023 en la revista “Biomarkers”
por “Taylor & Francis Group” titulado “Identification of the ATPase alpha
subunit of Trypanosoma cruzi as a potential biomarker for the diagnosis of
Chagas disease.” (DOI: 10.1080/1354750X.2023.2255756)

Financiacién

El proyecto contd con la financiacién de la Universidad CES con el convenio
N° INV.022021.024 y del Banco de la Republica con el convenio N° 5.083.
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Anexos

1. Consentimiento informado de muestras de suero de proyecto
INMUNOTRPOIC.

Desarrolio de inmunaoblets para el diagnéstico de enfermedades tropicales. iInmunotropk

Inwestigador peincipal de! proyecto: Miryan Margot Sanchez Jiménes. Instituto Colomblana de Medicing Tropical, Universidad CES, Sshaneta,
Antioquia.

Co-Investigadores: Marcos Restrepo isaza, Bertha Nelly Restrepo Jaramille, Nora Maria Cardona Castro, Margarita Arboleda Naranjo, Luz Astrid
Velssques, Irma Marcala Romero Montoya, Leidy Diana Piedrabita, Paula Andrea Morales,

Este dooumento describe el propdsito del estudio, sus posibles riesgos ¥ benaficios y los derechos gue usted tiene como pacticipante @n ¢l Par
favor, tmess sl liempo necesacic para tomar su declsion. La decisian de participar 0 no en oste estudio es solamente swya. Por favar na firme, a
menos, que 5@ sienta satisfecho con las respuestas a sus preguntas. Si usted decide particpar, por favor asegdrese de firmar v poner la fechs al
final da la Oltima pdgina de este formulario,

{POR QUE HACEMOS ESTE ESTUDIO?

Por esta razén se plantea realizar oste estudio cuyo objetwo &5 Desarrolar prusbas de inmunoblot pars 13 deteccidn de & infeccion por agentes
Infecciosos troplcales, causantes de sindrome febrd, en swercs de padentes atendidos en ef Instituta Colomblano de Medicna Tropical sedes
Sabaneta y Apartadd, 2015-2018. Estes resuitades permiticdn determinar cOmMe S& COMPOrtan un grupo de nievas pruebas diagnasticas
denominadss Inmunolropic, que parmiten detectar leptospirosis, denguwe, salmanelosis, bruceloss, malaris ¥ Chagas.

LQUE PASARA DURANTE EL ESTUDIO?
A los participantes s= e tomardn dos muestras de 7 mi de sangre cada una, en ks adultas y de 5 mi cada una en los mifkas manores de 5 aflos.
Adicionalmente nos autarizard a tomar datos clinicos, de Isborstonio v a realizar analisis especalizados a partir de la muestra gue fue recclectada.

(CUALES SON LOS RIESGOS EN EL ESTUDIO?

La toma de la muestrs de sangre puede causan

2 Pequesa malestia al momento de Introducir la aguje.

¥ Hematama an el stio de la puncidn que desaparecs en pocas dias.
[ En raras ocasiones mareo o infeccion en ef lugar de la punddn.

® La cantidad extraids de sangre no Causa anemia.

LCUALES SON LDS BENEFICIOS AL FORMAR PARTE DEL ESTUDIO?

Los beneficdos para Jos participantes en ol estudio son: Obtener disgndstco en menas de 24 horas de infecciones causantes de sindrome febrd,
obtener resultados ripidos y confiables para que ol médico tome decisiones de tratamignto oportunas y oblenes diagnestico dferencial de
enfermedad causante dei sindroene fabell.

{QUIEN PUEDE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Puede panicipar cualguier persona, de cusiquier edad, Con RICepUEn las personas Gue tengan alguna enfermedad muy grave.

L formackdn suministrada 8 los mtegrantes del estudio serd confidencisl A c3da paciente se le asignard wn ¢ddigo que permitird su
|dentificacitn dusante el andlisis de los datos. Las muestras tomadas seran almacenadas en el Instituto Colombiana de Medicina Tropical,

b participacicn en of astudio serd voluntaria y no tendrd ningln casto, Usted tampoco recibd compansacidn econdmics. Usted podra retirarse
del 9studic en el momento en que lo considere nacasario, sin que esto traigd consecuencas.

CONSENTIMIENTO DEL PARTICIPANTE, DEL PADRE/MADRE/TUTOR SI ES MENOR DE EDAD.

Se contestaron todas mes preguntas con satisfaccidn. Ma han explcado que |s participacidn én este estudio es voluntaria v que se puede degr de
participar en cualgueer mamento, si asl s desea.

Austoeizo 1s toma de 1 muestra de sangre y de materis fecsl y para ser usada en |a ivestigacion v pasa que los Investigadores puedan usar |3
infcemacian recolectada.

Firma del participante:

Fema def Padre o Acudiente:

Fecha:

= - . = y

Farma 41 TvasgR0on @;}-Mg; [DAD CES

e o o ey ow s Aavelire

Firma del testigo: ‘

Nombre: echa: il

> Fecha 0301C 200
APROBADO
Crmitg Institucional de £tica de
IvESigacion en Hursanos




2. Consentimiento informado para muestras adicionales INMUNOTROPIC.

CONSEMTIMIENTO INFORMADD PARA MUESTRAS ADICIONALES
Fecha: Dia _ Mes _ Afio_
Nimero de Identificacion del Faciente:
Faciente:;

Primer Apellido Segundao Apellido Primer Nombre Segunda Nombre
TioCCH
Padre o Acudiente
Mormbres Apellidos
CCa

pesarrallo de inmunoblots para el diagnostice de enfermedades tropicales. Inmunatragic

Muestras adicionales

Autorizd que las fruestras de sangre tomadas a mi an este estudio puedan ser utilizadas en otros estudios realizados por el ICMT-CES.

Las muestras serdn guardadas en el Instituto Colombiano de Medicing Tropical-Universidad CES. Sin embargo otras enfermedades también
importantes podrian ser estudiadad en esas muestras. Por lo tanto como parte de este estudio, bos investigadores planean guardar muestras
adicionales de sangre con el fin de estudiar otras enfermedades. Las muestras serdn identificadas solo por codigos, de modo tal que su nombre no
serd identificada.

Si Usted desea que los Investigadores guarden muestras adicionales, por faver firme abajo para indicar su deseo de dar permiso a los
investigadores de guardar muestras adicionales para futures estudios.

Cualgquier estedin adicipnal usando sus muestras serdn revisadas por los Comités de Etica Institucionales de los investigadores, un comité que
chaquea estudios médicos para proteger los derechos de los voluntarios.

Usted puede camhbiar de parecer en cuabquier momento acerca de permitir que muestras suyas sean usadas en estudios futuros. 5 es asi contacte
2 los Investigadores y higales saber de su decisidn.

Firma del participante:
Firma del Padre o Acudiente:

Fecha:

Firma del inwestigadar:

Nombre: Facha:
Firma del testigo:

Nombre: Facha:

5i usted tiene alguna pregunta acerca de la investigacidn, por favor contacte a Miryan Margot Sinchez liménez, teléfone: 3053500 ext: 2316,
Instituto Colombiana de Medicina Tropical-Universidad CES
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3. Consentimiento informado para muestras de controles sanos.

Desarrollo de una prueba diagnostica para la enfermedad de Chagas en fase cronica.

Consentimierte Informado

Investigadora prindipal del progecta: Juzn David Ospina Villa- instituto Colombizno de nMedicing
Tropical

Co-investigadores: Maria kzabel Osorio Pulgarin- Instituto Colombiano de Medicing Tropical.
Wateo Morales Velasguez- Estudiante Maestria en Medicing Tropical- Universidad C£5
Miryian Margot Sanchez- Instituto Colombizno de Medicina Tropical

Este dotumento describe o propdsita del estudio, sus pasibles riesgos v bensficios y ko derechos que usted
tiene como participante en &L Par favor, timess @ tiempo necesaria para tomar su dedsitn. Ly decgion de
participar o no en este estudio & solamente suya. Por faeor no firme, & menos, gue se sienta satisfecha con
las respoestas & sus preguntas. Siosted decide participar, por favor asegiress de Firmar y paner B Fecha al
final de la Oltima pdgina de sste formularia.

POR QUE HACERMOS ESTE ESTUDID?

Cstwmos imberesadas @n desarrollar una prueba de bajo costo y mids efectiva para @l diagndsticon de la
anfermedad de Chagas, es una enfermedad patencialmente martal csusada por el pardsite pratoeod
Trypanasoera cruet (1. crusil, puede ser moderada {y csusar inflamacian y fiehre] o duradera. 50 na se trata,
puede provacar insuficiencia cardiaca congestiva. £l tratamiento consiste @n controdar los sintamas ¢ tamar
medicamentas que maten al pardsit,

SOUE PASARA DURANTE EL ESTUDIO?

51 ustesd apepta participar en edte sstudio, se procederd o tomar una muestra de 5 a 7 ml de sangre @noun
tubo sin anticosgulante con gel. Adiconalments nos autorizard a realizar andlisis especializados 2 partir de la

miuestra gue fue recolectada.

SCUALES SO LOS RIESGO0S EM EL ESTUDIO?

La tama de la muestra de sangre poeds causar:
[ Peguefia molestia al momenta de intraducir la aguja.

T Hematormea @n el sitio de la puncidn gue desapanece en pacos O s,
T Em raras peasiones mared o infecddn en el lugar de la punddn.
7 La cantidad extraida de sangre no csuss anemia.

SOUALES 508 LOS BEMEFICIOS AL FORBAR PARTE DEL ESTUDIO?

Su participacidn permitird conoper si sus sintomes estin sendo causados por B enfermedad de Chagas y 5o
médico padrd decidir cudl e sl mejor tratamiento para gue usted se mejore. Sdemds, estaria ayedanda
para gue obras personas que en otra ocsion peedan presentar sus mismos sintamas, puedan saber que
tienen en forma rapida v precisa.

{OUIEN PUEDE PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?
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Puseds participar cualguier pereona que b deses desde los 3 afos de edad ¢ que no presents ningunia
anfermedad grave, también wamos @ necesitar tamar muestra de pacientes sanos “oontrodes sanos” gue
nunci hayan tenido diagndstico de anfermeadad de Chagas

La infarmacidn suminitrada a los integrantes del sstudio serd confidencial. & cada paciente se le mignard
un cAdign que permitica su identificacion durante el andlsic de las dakns,

L muestras bomadas werdn almacenadas en el Instituta Colambiana de Medicing Tropical de b Universidad
CES en Sabaneta-fntioquia. La participacion en el estudio serd voluntaria g no tendrd ningdn costo, Usted
tampaca recibird compensacion ecantmica. Usted padrd retirarse del estudio en el momenta @nogue b
considers necesario, sin gue ssto traiga conseouencias.

51 usted tiene algura pregunta acerca de la investigacion, por fasar contacte o Maria lsabel Qsorio Pulgasrin
teléfono: 3053500 ext: 2316

&cepto participar

Firrma de| participante:

Firrmea de| Padrie o Acudiente:
Faphas

Firma de| investigador:
Hambrea: Facha:

Firrma de| beitiga:
Hoambre: Fecha:
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4. Consentimiento informado para muestras adicionales para muestras de
controles sanos.

COMNSENTIMIENTD INFORMADD PARA MUESTRAS ADICIOMALES
Fecha: Dia ___ Mes _ Afo
Momero de Identificacion dal Pacients:
Pacienite:
Frimer Apellido Segundo Apellido Primer Nombre Segundo Mombre
TloCC#
Padre o Acudients
Mambres Apellidos
CC#

Desarrollo de una prueba diagndstica para la enfermedad de Chagas en fase cronica.

Muestras adicionales

Autorizo gque las muestras de sangre tomadas = mi en este estudio pusdan ser utilizadas en otros estudios
reslizados por 2l ICWIT-CES.

Las muestras seranm guardadas en el Imstituto Colombianc de Medicing Tropical-Universidad CES. Sin
embarga, otras enfermedades también importantes podrian ser estudizdas en esas muestras. Por lo tanto,
como parte de este sstudio, las investigadores plansan guardar muestras sdicionsles de sangre v oring con
el fin de estudiar otras enfermedades. Las musestras serén identificadas solo por codigos, de modo tal que =u
nombre no sera identificada.

51 Usted desea gue los investisedores guarden muestras adicionales, por favor firme abajo pars indicar su
deszeg de dar permiso a los investigadores de guardsr muestras adicionalss pars futuros estudios.

Cualguier estudio adicional usando sus muestras seran revisadas por los Comites de Etica institucionzles de
los investigadores, un comité gue cheguea estudios médicos para proteger los derechos de los voluntarios.
Uzted pueds cambiar de parecer en cualguier momento scerca de permitir que muestras suyas sean usadas
en estudios futuros. 5i es asi contacte a los investigadores v hagales saber de su decision.

Firma del participante:

Firma del Fzdre o Acudiente:
Fecha:

Firma del investigador:
Momibra: Fechs:

Firma del testigo:
Mombre: Fecha:

5i wsted tiene zlguna preguntz acerca de |z investigacion, por favor contacte a Miryan Margot Sanchez
limenaz, teléfono: 3053500 ext: 2316 o Mayade Cordoba Renteria cel: 31341038545
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