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RESUMEN 

Toxoplasma gondii, un parásito intracelular oportunista, puede provocar enfermedades graves 

e incluso letales en pacientes inmunosuprimidos o mujeres embarazadas durante la fase aguda 

de la infección. En consecuencia, se necesitan técnicas diagnósticas rápidas, sensibles y 

específicas para un tratamiento oportuno de toxoplasmosis aguda.  

Los métodos de diagnóstico utilizan antígenos naturales en la detección indirecta del parásito, 

con baja especificidad y sin capacidad de discriminar las fases aguda y crónica. Para mejorar 

la detección, se propone el uso de proteínas con epítopes múltiples que reconocen sitios de 

unión de anticuerpos específicos. 

Las proteínas de los gránulos densos (GRAs) desempeñan un papel importante en la 

modificación y perfeccionamiento de la vacuola parasitófora. Entre estas, se ha reportado que 

GRA7 es altamente inmunogénica, y se puede utilizar para detectar anticuerpos anti-

T. gondii en infecciones agudas y crónicas, con mayor sensibilidad a la primera. GRA8 se ha 

utilizado también para la detección de la fase aguda, y la mezcla de ambas ha permitido una 

detección en animales más eficaz que su uso individual. Sin embargo, en un estudio donde se 

evaluó un kit de diagnóstico, se encontró que ambos antígenos podrían reaccionar de manera 

cruzada con anticuerpos dirigidos a otros parásitos y originar falsos positivos. Ello implica que 

estas proteínas deben estudiarse más a fondo. 

El potencial de la combinación de las regiones antigénicas de GRA7 y GRA8 como antígeno 

recombinante multi-epítope para diagnóstico de la fase aguda de la toxoplasmosis no ha sido 

explorado.  Por lo tanto, es esencial un estudio bioinformático para la predicción de regiones 

inmunodominantes, así como el diseño y modelación del antígeno recombinante. El objetivo 

del presente estudio es el diseño de una proteína multi-epitope basada en GRA7 y GRA8 

mediante el uso de herramientas bioinformáticas. Esta estrategia ofrece una perspectiva 

novedosa en el diagnóstico de toxoplasmosis aguda. 

Palabra clave: Multiepítope, diagnóstico, Toxoplasmosis aguda, inmuninformática, 

Toxoplasma gondii.  
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ABSTRACT 

Toxoplasma gondii, an opportunistic intracellular parasite, can cause severe and even lethal 

diseases in immunosuppressed patients or pregnant women during the acute phase of the 

infection. Consequently, rapid, sensitive, and specific diagnostic techniques are needed for 

timely treatment of acute toxoplasmosis. 

Diagnostic methods currently rely on natural antigens in the indirect detection of the parasite, 

with low specificity and without the ability to discriminate between acute and chronic phases. 

To improve detection, the use of proteins with multiple epitopes that recognize specific 

antibody binding sites is proposed. 

Proteins from dense granules (GRAs) play an important role in modifying and perfecting the 

parasitophorous vacuole. Among these, GRA7 has been reported to be highly immunogenic 

and can be used to detect anti-T. gondii antibodies in acute and chronic infections, with greater 

sensitivity to the former. GRA8 has also been used for the detection of the acute phase, and the 

combination of both has allowed for more effective detection in animals than their individual 

use. However, in a study evaluating a diagnostic kit, it was found that both antigens could 

cross-react with antibodies directed against other parasites and lead to false positives. This 

implies that these proteins need to be further studied. 

The potential of combining the antigenic regions of GRA7 and GRA8 as a multi-epitope 

recombinant antigen for diagnosing the acute phase of toxoplasmosis has not been explored. 

Therefore, a bioinformatics study is essential for predicting immunodominant regions, as well 

as designing and modeling the recombinant antigen. The objective of this study is to design a 

multi-epitope protein based on GRA7 and GRA8 using bioinformatics tools. This strategy 

offers a novel perspective in the diagnosis of acute toxoplasmosis. 

Keywords: Multiepitope, diagnosis, acute toxoplasmosis, immunoinformatics, Toxoplasma 

gondii. 
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1. ESTADO DEL ARTE 

1.1. Infección aguda por Toxoplasma gondii 

La toxoplasmosis es causada por el parásito protozoario intracelular Toxoplasma gondii, y 

afecta aproximadamente a un tercio de la población mundial [1, 2]. En los seres humanos, las 

principales vías de transmisión son mediante la ingesta de alimentos, agua o suelo 

contaminados por ooquistes o quistes tisulares de los huéspedes definitivos, los gatos. Además, 

se transmite verticalmente a través de la placenta y horizontalmente a través de transfusión de 

sangre y contacto sexual [3]. Aunque los felinos son el único huésped definitivo, T. gondii 

puede infectar y replicarse dentro de cualquier célula nucleada de vertebrados. Su ciclo de vida 

se divide en una fase asexual, dentro de las células nucleadas; y una fase sexual dentro del 

tracto gastrointestinal de los gatos. Los gametos fertilizados se generan a partir de la replicación 

sexual dentro del intestino delgado del felino, y los ooquistes excretados pueden permanecer 

en el medio ambiente durante 18 meses [4]. Tras la ingesta, los ooquistes y/o quistes tisulares 

se rompen e invaden las células del revestimiento intestinal, y los esporozoitos (de los 

ooquistes) o bradizoitos (de los quistes tisulares), se diferencian en taquizoitos, los cuales son 

de rápida replicación [4] y están presentes durante la infección aguda. Estos últimos se replican 

cada 6 a 8 horas dentro de un compartimento denominado vacuola parasitófora, que evita la 

fusión con la vía endolisosomal de la célula huésped y es esencial para el crecimiento 

intracelular del parásito [1].  

La enfermedad aguda en el adulto inmunocompetente generalmente no causa síntomas. Sin 

embargo, en mujeres embarazadas, puede infectar al feto por transmisión transplacentaria, lo 

que puede causar una enfermedad potencialmente mortal, con una importante morbilidad y 

mortalidad en fetos y recién nacidos. Los síntomas más graves de la transmisión congénita 

incluyen calcificación cerebral, hidrocefalia o microcefalia, convulsiones, retrasos en el 

desarrollo, coriorretinitis, estrabismo, pérdida de visión, pérdida de audición, 

hepatoesplenomegalia, ictericia, petequias, trombocitopenia, anemia y/o transaminitis. [5, 6]. 

Durante la fase de parasitemia, T. gondii puede atravesar la placenta y entrar en la circulación 

fetal con un riesgo de infección que aumenta con la edad gestacional; mientras que la gravedad 

de la infección disminuye con el aumento de la edad gestacional. Durante el primer y segundo 

trimestre, la infección puede provocar un aborto espontáneo (alrededor del 3% de todos los 

casos) o nacimiento muerto. Los lactantes infectados suelen presentar síntomas graves con 

trastornos neurológicos y lesiones oculares, mientras que en la última fase del embarazo la 

enfermedad neonatal puede ser menos grave o asintomática. Se estima que la tasa de incidencia 



 

4 
 

mundial de infección congénita es de 1.5 casos/1.000 nacidos vivos, siendo más alta en 

Sudamérica y algunos países del Medio Oriente. [6].  

Otro grupo de riesgo es el de pacientes con un sistema inmune suprimido, siendo el más común 

aquellos con VIH. En estas personas, la infección por T. gondii es potencialmente mortal. Su 

principal manifestación clínica es la encefalitis por toxoplasmosis cerebral. Si bien la infección 

primaria por T. gondii es grave en pacientes VIH+, la toxoplasmosis cerebral suele ocurrir 

cuando la deficiencia de células T CD8 permite la reactivación de una infección latente. Esta 

enfermedad es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en pacientes con SIDA. 

Una característica común es la observación de abscesos cerebrales [4]. Otros síntomas 

asociados son cefaleas, somnolencia, desorientación, hemiparesia, demencia, ataxia, letargo, 

convulsiones y/o epilepsias [4, 7]. 

Wang et al calcularon aproximadamente 13 138 600 casos de coinfección por T. gondii en 

pacientes con VIH. Determinaron una prevalencia a nivel global de 35.8%. Las regiones con 

mayor prevalencia fueron América Latina y el Caribe (49.1%) y Norte de África y Medio 

Oriente (60.7%); lo cual es indicativo de que la coinfección es común en países en vías de 

desarrollo [8]. Por otro lado, Rostami et al estimaron el número de personas VIH+ con 

toxoplasmosis aguda y crónica; y establecieron una seroprevalencia global de toxoplasmosis 

aguda del 1.3%, equivalente a aproximadamente 0.5 millones de personas infectadas con VIH. 

Las regiones con las mayores seroprevalencias de infección aguda por T. gondii fueron 

América del Sur (2%) y la Región del Mediterráneo Oriental (1.8%) [7]. 

1.2. Evidencias de la detección de toxoplasmosis aguda con proteínas de los gránulos 

densos (GRA) 

El empleo de métodos de diagnóstico altamente sensibles y específicos es fundamental en la 

prevención y tratamiento de esta enfermedad, debido a que los síntomas clínicos no ofrecen un 

diagnóstico definitivo. T. gondii desencadena una respuesta inmunitaria intensa, lo cual resalta 

la importancia de las pruebas serológicas para la detección precisa de anticuerpos específicos 

(IgM, IgG, IgA e IgE), independientemente de las manifestaciones clínicas. Entre estos, IgM 

es considerado un marcador sensible de toxoplasmosis aguda; pero se deben tener precauciones 

al interpretar sus resultados de detección, debido a que puede permanecer en el cuerpo por 

mucho tiempo [9]. Otras formas de identificar la infección reciente son a través de la detección 

de la seroconversión de IgM o IgG, el incremento significativo de IgG y/o IgG de baja avidez 

(baja fuerza de afinidad anticuerpo-antígeno) [9, 10].  
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Según el Ministerio de Salud del Perú, no hay una normativa que exija realizar pruebas 

serológicas para la toxoplasmosis durante el embarazo, se puede optar por solicitarlas o ser 

referido para obtener ayuda diagnóstica en el primer trimestre. [11]. Esto proporciona 

resultados que permiten evaluar el riesgo y el pronóstico de una posible infección en el feto. 

Entre las pruebas serológicas comunes, la prueba de tinción de Sabin-Feldman es considerada 

el “gold standard” debido a que es altamente sensible y específica. Se basa en la 

complementación de la incubación de taquizoítos vivos con sueros de pacientes. Si bien detecta 

títulos de IgM e IgG, no puede distinguir entre infección aguda y crónica [9]. Adicionalmente, 

utiliza parásitos vivos, lo que implica un riesgo biológico, un costo muy elevado y gran 

dificultad de estandarización [9, 10]. El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) 

tiene una alta sensibilidad y especificidad para la detección cuantitativa de anticuerpos. Es 

relativamente barato y capaz de medir tanto IgG como IgM; por lo que suele utilizarse en el 

screening rutinario de T. gondii. También se usa para determinar la eficacia de proteínas 

recombinantes como antígenos con fines de diagnóstico. A pesar de ello, la estandarización de 

los antígenos utilizados para ELISA es complicada. Además, se han reportado que algunas 

pruebas ELISA basadas en IgM pueden producir falsos positivos, posiblemente por factores 

reumatoides en el suero; mientras que en ELISA IgG se encontraron falsos negativos 

posiblemente por la inhibición competitiva específica de este anticuerpo [9]. En las Tablas 1 y 

2 se evidencian los resultados de sensibilidad y especificidad de ELISA IgG utilizando 

diferentes antígenos recombinantes, lo que resalta la heterogeneidad de resultados dependiente 

del antígeno escogido para la prueba [10]. Por otro lado, la prueba inmunocromatográfica 

consiste en una prueba rápida de flujo lateral que emplea un antígeno específico marcado con 

oro coloidal y una tira de nitrocelulosa. Los complejos anticuerpo-antígeno que se formen en 

la tira mostrarán una reacción de color producto del marcador. Su aplicación es fácil, ofrece 

resultados rápidos y tiene una alta concordancia con ELISA en términos de sensibilidad y 

especificidad [9].   

La mayoría de los kits serológicos comerciales utilizan antígenos preparados a partir de cultivos 

de taquizoitos en ratones o en tejidos. No obstante, existe un riesgo inherente de contaminación 

con materiales no parasitarios en los antígenos extraídos, tanto en el medio de cultivo como en 

las propias células hospedadoras. [9, 10]. La aplicación de un antígeno crudo de taquizoítos de 

T. gondii en un ELISA indirecto demostró tener una capacidad de detección del 95.75% de 

casos verdaderos positivos y una especificidad del 85.11%. Sin embargo, se observa una 

notable variación en el proceso de producción del antígeno nativo entre diferentes laboratorios. 
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[12]. Además, son incapaces de distinguir correctamente entre infección aguda y crónica. Una 

alternativa para mejorar estas pruebas es sustituir los antígenos nativos por proteínas 

recombinantes, debido a que se posee información precisa sobre su composición, ofrece la 

posibilidad de utilizar varios antígenos y su proceso de estandarización es más fácil [10]. Así, 

se pueden seleccionar proteínas que son característica del estadio de taquizoito o bradizoito 

para identificar la fase de la infección por T. gondii –aguda o crónica– en sueros [9]. Hay 

diversas pruebas comerciales que utilizan antígenos recombinantes, como la prueba de 

Architect® Toxo IgG (Abbott Laboratories) (sensibilidad del 99.7%; especificidad del 99.6%) 

[13]. Se ha investigado el potencial de múltiples proteínas de T. gondii como antígenos 

recombinantes. Se destacan las proteínas de los gránulos densos (GRAs), componentes 

esenciales tanto de la vacuola parasitófora de los taquizoitos, así como de la pared del quiste 

que contiene a los bradizoitos [14]. Desempeñan un rol importante en la invasión, 

mantenimiento de la vacuola y supervivencia del parásito. Tras la infección reciente, son 

secretadas en abundancia en el torrente sanguíneo y ocasionan una fuerte respuesta de células 

T y B en las células del hospedero [9,14].  

1.3. GRA7 

Entre las GRAs estudiadas, GRA7 produce una intensa respuesta inmune en la fase aguda de 

toxoplasmosis [14, 15]. Está compuesta por 236 aminoácidos y dos dominios hidrofóbicos en 

el extremo C-terminal [15]. Múltiples estudios respaldan su potencial para detectar la infección 

reciente por T. gondii. Selseleh et al produjeron una GRA7 recombinante y la evaluaron en 

sueros de humanos divididos en los siguientes grupos: (a) 74 muestras positivas para T. gondii 

IgG, (b) 70 muestras positivas para T. gondii IgM (36 sueros fueron positivos para IgG e IgM) 

y (c) 30 sueros que no tenían evidencia serológica de toxoplasmosis. Se les realizó pruebas de 

ELISA IgM e IgG. La primera (ELISA IgM) se utilizó para detectar la fase aguda y se obtuvo 

una sensibilidad y especificidad del 96% y 90%, respectivamente. La sensibilidad obtenida fue 

mayor a la de ELISA IgG (sensibilidad del 89%; especificidad del 90%), por lo que algunos 

epítopes de GRA7 producen una respuesta de anticuerpos del hospedero durante la fase aguda 

[14]. Kotresha et al utilizaron un fragmento de GRA7 (aminoácidos 14-236) recombinante. Se 

omitieron los primeros aminoácidos en base al uso de herramientas informáticas que les 

permitió identificar regiones altamente antigénicas. Se realizó Western blot en tres grupos de 

20 sueros humanos cada uno: grupo I - fase aguda (IgM+; IgG+; 50% baja avidez IgG), grupo 

II - fase crónica (IgM-; IgG+, alta avidez IgG) y grupo III - sueros negativos (IgM-; IgG-). En 

el grupo I se obtuvo una sensibilidad del 100% y con el grupo III se obtuvo una especificidad 
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del 100%, es decir que no reaccionó con ninguno de los sueros negativos. Si bien se resalta el 

potencial de GRA7 para detectar la fase aguda de T. gondii, en el grupo II (sueros en fase 

crónica) se obtuvo una sensibilidad del 40%. Esto significa que hubo reactividad con algunos 

sueros de pacientes en fase crónica (8 de 20), lo que concuerda con estudios previos. [15, 16]. 

Teimouri et al desarrollaron una ELISA para detectar anticuerpos IgM, IgG y avidez de IgG 

utilizando GRA7 recombinante, SAG1 recombinante y su combinación para discriminar entre 

las fases aguda y crónica. El estudio se diseñó utilizando 138 sueros humanos de varios 

laboratorios clínicos, desde mayo de 2017 hasta marzo de 2018. Para la detección de Toxo 

IgM, la mayor sensibilidad (100%) se demostró para GRA7 individual (sin SAG1); y la 

especificidad fue de 96.3% [17]. 

1.4. GRA8 

Otro de los antígenos más prometedores para el diagnóstico específico de fase aguda es GRA8. 

[18]. Su secuencia está compuesta por 267 aminoácidos de los cuales 64 son prolina hidrófoba 

(24% en total). Contiene un péptido señal amino terminal, tres repeticiones degeneradas ricas 

en prolina en la región central y un dominio transmembrana cerca del extremo carboxilo. [19]. 

Su eficacia en la detección de casos agudos de toxoplasmosis se ha demostrado en estudios 

previos. En su investigación, Babaie et al. utilizaron una forma truncada de GRA8 debido a 

que contiene regiones transmembrana. Realizaron ELISA IgM para la detección de infecciones 

agudas con un nivel de sensibilidad del 60,6% y especificidad del 97,1%. [20]. La importancia 

destacada por Costa et al. consiste en seleccionar secuencias proteicas que reaccionen 

exclusivamente durante la fase aguda, sin mostrar reactividad cruzada con proteínas de 

diferentes parásitos. Por ello, un minucioso análisis se llevó a cabo utilizando GRA8 y mostró 

que existen secuencias inexpresables por su posición en la región transmembrana del 

polipéptido. Se obtuvieron muestras de suero (n = 242) de tres centros de salud argentinos. Las 

muestras de suero fueron recolectadas de adultos atendidos en estos centros de salud entre los 

años 2009 y 2011. El ELISA indirecto para detectar anticuerpos IgG contra una fracción de 

GRA8 –la cual contenía las dos regiones antigénicas identificadas– tuvo una sensibilidad del 

79,7% y una especificidad del 84,1% en la diferenciación entre las fases aguda y crónica. [19]. 

Estas mismas secuencias fueron evaluadas en un estudio posterior mediante un Dot Blot 

semicuantitativo, donde los valores fueron similares a los reportados previamente. [18].  

También se han utilizado antígenos recombinantes en combinación para la detección de 

anticuerpos específicos de la fase aguda de T. gondii, tanto en humanos como en animales. En 
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este contexto, Koethe et al desarrollaron un ELISA cinético basado en GRA7 y GRA8 

combinados para la detección de anticuerpos IgG específicos de T. gondii en 1913 sueros 

recolectados de pavos criados en granjas alemanas. El ELISA obtuvo una sensibilidad del 

94.7% y especificidad del 96.6%, por lo que GRA7 y GRA8 en conjunto sirvieron de manera 

eficaz para la detección de toxoplasmosis. [21]. Si bien este estudio se realizó en pavos, el uso 

de estas proteínas también ha sido reportado en kits de diagnóstico, en conjunto con otras 

proteínas expresadas por T. gondii. El kit recomLine detecta anticuerpos IgG contra T. gondii 

en suero humano, mediante el uso de los antígenos recombinantes ROP1c, GRA7, GRA8, 

SAG1, MAG1, GRA1 y rSAG1. El kit ha sido reconocido por su capacidad para detectar 

niveles bajos de IgG temprano después de la infección primaria. El estudio realizado refuerza 

los hallazgos al mostrar que la mayoría de las veces, GRA7 y GRA8 fueron las bandas que 

aparecieron primero después de una seroconversión temprana, por lo que estas proteínas 

permitirían una detección más temprana de anticuerpos IgG recién sintetizados. [22].  

Las herramientas serológicas no están en riesgo de volverse obsoletas y no pueden ser 

sustituidas por técnicas basadas en biología molecular. Es crucial mejorarlas mediante la 

aplicación de nuevas tecnologías, ya que ninguna prueba serológica actual es completamente 

satisfactoria. [23]  

1.5. La inmunoinformática como herramienta para la construcción del antígeno 

multiepítope 

Un método novedoso es la construcción de un antígeno recombinante a partir de múltiples 

epítopes de determinadas proteínas de T. gondii que pueda distinguir adecuadamente entre las 

infecciones aguda y crónica. Los epítopes –partes de una proteína que tienen afinidad con sitios 

de unión de anticuerpos– suelen encontrarse generalmente sobre la superficie de las proteínas 

[9]. Un antígeno multiepítope recombinante presenta numerosas ventajas: es más 

inmunodominante que los antígenos originales, es un producto más estandarizado a 

comparación de pruebas basadas en una combinación de antígenos recombinantes y mejora la 

probabilidad de detectar anticuerpos; lo que conduce a una mayor especificidad y sensibilidad 

[9, 10]. Se ha documentado el papel de algunas proteínas multiepítopes en el serodiagnóstico 

de toxoplasmosis aguda en sueros humanos. Javadi Mamaghani et al diseñaron un antígeno 

recombinante basado en epítopes lineales y conformacionales de células B de GRA7, SAG1 y 

ROP1, las cuales inducen una fuerte respuesta inmune en la fase aguda. Los criterios de diseño 

se determinaron por múltiples análisis bioinformáticos. Se estudió su inmunorreactividad por 

Western blot IgG en 10 sueros de pacientes infectados y observaron que los anticuerpos de los 
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sueros reaccionaron con el antígeno multiepítope. No obstante, se necesitaría de un número 

mayor de sueros de pacientes para evaluar la sensibilidad y especificidad [24]. Alibakhshi et al 

utilizaron a SAG1, SAG2 y SAG3 para construir un antígeno multiepítope identificando las 

regiones con más epítopes de cada proteína. Utilizaron ELISA IgG indirecto para 95 sueros 

humanos con anti-T. gondii IgG y 25 sueros humanos sin IgG anti-T. gondii; y obtuvieron una 

sensibilidad del 72.6% y una especificidad del 90.3%. Estos valores son inferiores a los de 

pruebas que utilizan todo el cuerpo del parásito, por lo que se necesita de una evaluación 

inmunoinformática más profunda para la selección de epítopes y el diseño de la proteína [25]. 

La inmunoinformática es una herramienta muy útil en el diseño de antígenos multiepítopes. Se 

basa en el estudio de varios componentes del sistema inmunológico, como las 

inmunoglobulinas, el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), receptores para células 

T y B, antígenos y otras moléculas que participan en la producción de la respuesta inmune. 

Esto facilita la rapidez, pero, sobre todo, el bajo costo del avance de técnicas potenciales de 

diagnóstico para enfermedades infecciosas [26]. Dentro de las herramientas 

inmunoinformáticas disponibles, lo primero que se realiza es la predicción de epítopes de 

células B. En el sistema inmunológico, el epítope de las células B ayuda a detectar infecciones 

y actividades virales. Estas células proporcionan inmunidad humoral al secretar 

inmunoglobulinas que pueden neutralizar el antígeno al unirse. Un receptor de superficie de 

células B reconoce epítopes de células B, lo que da como resultado la generación de 

inmunoglobulinas específicas de antígeno. Los epítopes son de dos tipos: lineales (continuos) 

y conformacionales (discontinuos).  [27]. Un epítope lineal es la región o secuencia contigua 

de aminoácidos en una proteína mientras que un epítope conformacional consiste en un grupo 

de aminoácidos no adyacentes que se agrupan por el plegamiento de las regiones peptídicas 

donde están ubicados. [26].  Por ello, se debe analizar la antigenicidad, homología y 

conservación de los epítopos previstos y se eligen de acuerdo con diferentes criterios de 

selección.  [27, 28].  

La construcción de la proteína multiepitope consiste en la unión de los epítopes seleccionados 

mediante péptidos de unión o espaciadores que otorgan flexibilidad a la estructura y, a su vez, 

evitan la formación accidental de nuevas secuencias antigénicas no correspondientes al 

patógeno en estudio. [26]. Luego, se evalúa la antigenicidad, solubilidad y propiedades 

fisicoquímicas. Como su construcción es una combinación de diferentes epítopos, se evalúa la 

estructura secundaria y terciaria 3D [27, 28]. Se realiza un refinamiento y validación de la 

construcción del antígeno multiepitope, para lo cual se utiliza un enfoque de simulación. Se 
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refina la estructura tridimensional predicha y se verifica la calidad de este refinamiento por 

gráficos de Ramachandran seguido de un análisis de validación estructural. Los puntajes de 

calidad fuera del rango normal de las proteínas naturales durante el proceso de validación de la 

estructura revelan defectos potenciales en el modelo de estructura de la proteína. Finalmente, 

se evalúan las estadísticas de interacciones no vinculadas en el constructo, además de la 

flexibilidad y estabilidad de la proteína de consulta mediante la simulación de sus residuos. 

[28].  

2.             PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

La toxoplasmosis afecta a aproximadamente un tercio de la población mundial y es considerada 

una infección parasitaria desatendida que representa un problema de salud pública. Su 

incidencia es mayor en países en vías de desarrollo –como los de las regiones de Latinoamérica, 

Oriente Medio y África [1]. Ciertos grupos de riesgo pueden desarrollar complicaciones 

severas [1, 3]. Por ejemplo, en mujeres embarazadas la infección aguda puede resultar en 

toxoplasmosis congénita; y si no se diagnostica ni trata oportunamente, los fetos e infantes 

pueden padecer aberraciones cerebrales mortales [3, 4]. Por otro lado, la encefalitis 

toxoplásmica es muy grave en pacientes con VIH debido a que la eficacia de la infección 

aumenta en presencia del virus; lo cual la hace mortal en pacientes con SIDA que no reciben 

un tratamiento oportuno [7, 8]. Para ambos grupos, uno de los continentes donde se observa 

mayor incidencia es América del Sur [6, 7], lo cual resalta en esta región la urgencia de un 

diagnóstico temprano de toxoplasmosis para poder llevar a cabo el tratamiento pertinente y 

prevenir complicaciones graves. 

Se han planteado múltiples estrategias para el diagnóstico serológico de toxoplasmosis. El 

“gold standard” es la prueba de Sabin-Feldmann; sin embargo, esta implica un riesgo biológico, 

es altamente costosa, su estandarización es compleja y no distingue entre infección reciente y 

crónica [9]. Una opción relevante es la detección de anticuerpos mediante antígenos 

recombinantes, ya sea individualmente [14, 15, 18, 19, 20] o combinados [16, 17, 21, 22]. Si 

bien estos métodos han ofrecido una variedad de resultados con eficacia heterogénea, aún es 

un reto establecer enfoques específicos y fiables para el diagnóstico de toxoplasmosis, 

especialmente para diferenciar entre sus fases [9]. En adición, se ha reportado que algunos kits 

de diagnóstico basados en antígenos recombinantes han mostrado resultados falsos positivos 

[22, 29]. En uno de estos estudios, se determinó si los sueros positivos por la prueba Architect® 

Toxo IgG eran verdaderos o falsos positivos utilizando el kit LDBio Toxo II IgG® immunoblot 

(LDBio Diagnostics) como prueba confirmatoria. De 81 muestras analizadas, 23 (28.4%) 
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resultaron positivas y las 58 restantes (71.6%) fueron negativas, por lo que se consideraron 

resultados de Architect® falsos positivos [29]. 

En respuesta a este panorama, surge un enfoque novedoso: el uso de antígenos recombinantes 

multiepítopes. La capacidad de seleccionar las regiones inmunodominantes de marcadores 

(proteínas de T. gondii) específicos que reconozcan anticuerpos anti-T. gondii característicos 

de cada fase es una ventaja distintiva de este método [9, 10]. Si bien se han construido algunas 

proteínas multiepitope para el serodiagnóstico de toxoplasmosis, han presentado algunas 

limitaciones. Algunos diseños detectaron con precisión la infección, pero no distinguen entre 

sus fases [30, 31], fueron evaluados en un número de sueros muy reducido [24] o presentaron 

bajos valores de sensibilidad y especificidad debido a un análisis bioinformático insuficiente 

[25]. 

En cuanto a la selección de los antígenos para nuestro diseño, existe el consenso de que GRA7 

[14, 15] y GRA8 [18, 19, 20] son especialmente útiles para el diagnóstico de la fase aguda de 

toxoplasmosis en sueros humanos. A pesar de ello, no se ha explorado el potencial de un diseño 

multiepitope recombinante basado en secuencias de estas proteínas. Asimismo, en el estudio 

de falsos positivos de la prueba Architect®, se utilizó adicionalmente la prueba recomLine 

Toxoplasma IgG® immunoblot (Mikrogen Diagnostik) para establecer patrones de reactividad 

de los antígenos en los sueros. La prueba reconoce anticuerpos contra las proteínas 

recombinantes ROP1, GRA1, GRA7, GRA8, SAG1, MAG1, y MIC3. De 189 sueros, se 

determinó que las bandas de GRA8 y/o GRA7 fueron positivas en 148 muestras (78,3%), 

siendo la más frecuente GRA8 (presente en 133 muestras, 70,4%), mientras que GRA7 estuvo 

presente en 49 muestras (25,9%). Estas proteínas poseen gran similitud con otras presentes en 

Hammondia hammondi y Neospora caninum, por lo que los autores plantean que los falsos 

positivos podrían deberse a reacciones cruzadas con antígenos de estos parásitos [29]. En 

consecuencia, GRA7 y GRA8 deben estudiarse a profundidad para explotar al máximo sus 

potenciales como marcadores de detección de toxoplasmosis; y la manera óptima de hacerlo es 

a través de un exhaustivo análisis bioinformático. Este enfoque abre una nueva ventana para el 

diseño de antígenos multiepítopes, ya que permite la selección cuidadosa de epítopes en base 

a softwares predictivos que ofrecen información acerca de la antigenicidad, hidrofilicidad, 

flexibilidad y afinidad con receptores. De este modo, se pueden remover regiones inespecíficas 

del antígeno que tienen baja afinidad con los anticuerpos o generan reacciones cruzadas con 

otros parásitos cercanos. Por lo tanto, el análisis in silico y las técnicas de predicción basadas 

en software son de gran importancia para el uso de una proteína multiepitópica en kits de 
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diagnóstico [24, 25]; ya que permiten abordar problemas como la detección de falsos positivos 

por reacciones cruzadas. 

En este contexto, nuestra pregunta de investigación es la siguiente: ¿La proteína multiepitope 

basada en secuencias de GRA7 y GRA8 diseñada con softwares inmuno-informáticos será 

capaz de diferenciar la infección aguda de la crónica por Toxoplasma gondii? El objetivo del 

presente estudio es producir un antígeno recombinante a partir de epítopes de las proteínas 

GRA7 y GRA8 que sea capaz de detectar con alta sensibilidad y especificidad la fase aguda de 

toxoplasmosis; para lo cual se realizará un estudio bioinformático completo, que contempla la 

predicción de epítopes que induzcan una elevada respuesta de anticuerpos; así como el diseño 

y la evaluación de la estructura de la proteína [24, 25]. 

3.             ESTRATEGIA DE ABORDAJE  

El abordaje experimental comenzará con predicciones de epítopes B lineales que coincidan con 

los servidores ABCpred, BCpred y Discotope 2.0. Luego pasarán por los siguientes criterios 

de selección: contar con un péptido señal, encontrarse fuera de los dominios transmembrana, 

alta antigenicidad (>0.5), baja conservación (<30% de homología) en parásitos relacionados y 

que no se encuentren conservados en humanos. Para ello, se usarán las herramientas SignalP 

5.0 (predicción de péptidos señal), TMHMM (predicción de regiones transmembrana), NCBI 

BLASTp (análisis de homología) y VaxiJen 2.0 (predicción de antigenicidad). Luego de la 

selección de epítopes, se construirá la proteína con un conector flexible GSGSG para 

maximizar la estabilidad y reconocimiento de los epítopes [27]. Se procederá a evaluar su 

antigenicidad, utilizando VaxiJen 2.0 y Protein-Sol para determinar la solubilidad. Para 

comprender la estabilidad, actividad y naturaleza del constructo; se utilizará la herramienta 

ProtParam, la cual evalúa diferentes propiedades fisicoquímicas. [32] 

Con el objetivo de revisar la estructura de la proteína construida, se utilizará el servidor 

RaptorX para modelar estructura secundaria y terciaria. Sus ventajas son que no utiliza ninguna 

información de plantilla y supera a otros servidores; especialmente para proteínas sin 

homólogos cercanos en PDB o con un perfil de secuencia limitado. [33]. Con el fin de revelar 

defectos potenciales en el modelo estructural, se realizará un refinamiento con Galaxy Refine 

que será evaluado mediante gráficos de Ramachandran, seguido de un análisis de validación 

estructural utilizando el servidor web ProSA. [28].  

Para sintetizar la proteína, su gen será insertado en el plásmido pET-28a, expresada en E. coli 

BL21 (DE3) pLysS y purificada por IMAC usando columnas HisTrap. La eficacia del antígeno 
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multiepitope se comprobará mediante una evaluación serológica. Las muestras serán 

recolectadas del Hospital de Iquitos “Cesar Garayar García”. Se tendrán dos grupos de estudio: 

inmunocompetentes e inmunosuprimidos (VIH+) y se clasificarán en infección aguda, crónica 

y negativos para T. gondii. Para ello se utilizarán como pruebas confirmatorias los kits VIDAS® 

TOXO IgM, VIDAS® TOXO IgG II y VIDAS® TOXO IgG avidity. Los sueros agudos serán 

aquellos positivos para IgM e IgG (VIDAS® TOXO IgM y VIDAS®TOXO IgG II), y baja 

avidez IgG (VIDAS® TOXO IgG avidity); mientras que los sueros crónicos serán aquellos IgM 

negativos, IgG positivos (VIDAS® TOXO IgM y VIDAS® TOXO IgG II) y IgG de alta avidez 

(VIDAS® TOXO IgG avidity). Una vez producido el antígeno multiepitope, se determinará la 

sensibilidad y especificidad para cada grupo de sueros mediante un ELISA de IgG, IgM e IgG 

de avidez. 
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ANEXOS 

 

Tabla 1. Evaluación serológica en ELISA IgG de antígenos recombinantes  

 

Antígeno 

recombinante 

Nro. de muestra y fase de 

toxoplasmosis 

Resultados 

GRA4 36 total, 12 agudos, 22 crónicos Sensibilidad fase aguda: 58.3% 

Sensibilidad fase crónica: 18.2% 

GRA6 90 total, 33 agudos, 57 crónicos Sensibilidad fase aguda: 95.8% 

Sensibilidad fase crónica: 44.1% 

GRA7 117 total, 45 agudos, 72 crónicos Sensibilidad fase aguda: 95.9% 

Sensibilidad fase crónica: 68.9% 

GRA8 91 total de 80 mujeres embarazadas, 

41 agudos, 50 crónicos 

Sensibilidad fase aguda: 85.3% 

Sensibilidad fase crónica: 8% 

MAG1 117 total, 37 agudos, 80 crónicos Sensibilidad fase aguda: 97.3% 

Sensibilidad fase crónica: 7.5% 

SAG2A 60 total, 30 agudos, 30 crónicos Sensibilidad fase aguda: 90% 

Sensibilidad fase crónica: 67% 

Fuente: Holec-Gasior L. 2013. [10].  

 

Tabla 2. Evaluación serológica en ELISA IgG de antígenos recombinantes en combinación 

 

Antígenos 

recombinantes 

Nro. de muestras y fase 

de toxoplasmosis 

Resultados 

GRA7, GRA8, 

SAG1 

247 total, 88 agudos, 92 crónicos y 

53 seroconvertidos 

 

Sensibilidad: 98.4% 

Especificidad: 95.7% 

GRA7, GRA8, 

SAG2, P25 

90 total, 20 agudos, 70 crónicos Sensibilidad fase aguda: 90% 

Especificidad fase aguda: 97% 

Sensibilidad fase crónica: 1.4%  

GRA1, GRA7, 

SAG1 

241 total, 117 agudos, 124 

crónicos 

Sensibilidad fase aguda: 100% 

Sensibilidad fase crónica: 91.1% 

GRA6, GRA8, 

SAG2 

72 crónicos Sensibilidad: 88.9% 

Especificidad: 100% 

MAG1, SAG1, 

GRA5 

189 total, 27 agudo, 18 post 

agudo, 144 crónico 

Sensibilidad: 92.6% 

Especificidad: 100% 

Fuente: Holec-Gasior L. 2013. [10].  

 

  


