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I. RESUMEN 

Con el fin de contribuir a la caracterización de los aislados 

mexicanos de T. cruzi, se buscaron antígenos de este parásito por 

medio de la técnica de anticuerpos monoclonales. De este modo, se 

obtuvo un anticuerpo monoclonal a partir de extracto total de 

epimastigotes del aislado Ninoa de T. cruzi. Este anticuerpo 

monoclonal es de la clase IgGl y reconoce un antígeno de peso 

molecular aproximado de 40-45 kDa en extractos de epimastigotes de 

los aislados Ninoa y Querétaro. El anticuerpo monoclonal obtenido, 

no reconoce antígeno alguno en extractos de tripomastigotes del 

aislado Ninoa, ni en otros parásitos. Se pudo detectar el antígeno 

de 40-45 kDa en sobrenadante de un cultivo de epimastigotes del 

aislado Ninoa lo que indica que posiblemente esté siendo secretado 

al medio, además de que el determinante antigénico reconocido por 

el anticuerpo monoclonal es sensible al tratamiento con proteasas 

y no responde al tratamiento con peryodato de sodio por lo que 

probablemente el determinante antigénico sea una proteína. 
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II, INTRODUCCION 

II.1. Trypanosoma cruzi, Características Generales, 

Clasificación y Posición Taxonómica. 

Trypanosoma cruzi, el agente etiológico de la enfermedad de 

Chagas, es conocido en la literatura como un protozoario 

hemoflagelado (Opperdoes, 1987), también llamado protozoario 

cinetoplástido, protozoario tripanosomátido o simplemente 

tripanosoma (Simpson, 1987). Pertenece a la familia 

Trypanosomatidae donde se agrupan, entre otros, los géneros 

Trypanosoma y Leishmania (Englund, Hajduk y Marini, 1982). Tan solo 

en estos dos últimos géneros se encuentran especies causantes de un 

buen número de enfermedades humanas importantes, entre las que se 

destacan la enfermedad del sueño en Africa tropical, la enfermedad 

de Chagas en América y las diferentes formas de Leishmaniasis en 

casi todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo 

(Molyneux y Ashford, 1983). En esta familia existen además una gran 

variedad de géneros que infectan no solo a los mamíferos sino 

también a aves, peces, anfibios, insectos (Crithidia spp) e incluso 

plantas (Phytomonas), sin contar a los de vida libre 

(Proleptomonas) (McGhee y Cosgrove, 1980). Los tripanosomas en 

general son digénicos debido a que durante su ciclo de vida 

presentan dos hospederos, casi siempre algún insecto y un mamífero, 

además de que puede haber formas intracelulares y extracelulares 

(Baker, 1982). T. cruzi, tiene una reproducción asexual, sin 
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embargo en algunos otros miembros del mismo género, como T. brucei, 

se ha observado reproducción sexual (Cross, 1990). Sobre la 

clasificación de los tripanosomas existe hasta la fecha una 

discusión no terminada. Por ejemplo, en cuanto a si el nombre del 

reino al que pertenecen los tripanosomas debe llamarse reino 

Protista o reino Protoctista. Este punto en cuestión, tiene como 

base la interpretación de que, si en este reino se agrupan 

eucariontes unicelulares, entonces es correcto el término Protista. 

Sin embargo, Margulis y Schwartz (1981) hacen la aclaración de que 

algunos organismos, agrupados en este reino, durante cierta etapa 

de su ciclo de vida muestran estructuras pluricelulares (por 

ejemplo: ciliados, euglenoides, crisófitos y diatomeas) por lo cual 

se les puede relacionar mejor bajo el término Protoctista. Fuera de 

las discusiones acerca de que si los tripanosomas forman parte de 

un reino verdadero o solo de un phylum (Protozoa) que forma parte 

de un reino más basto, o la de como se debe llamar la clase a la 

que 	pertenecen 	(Zoomastigophorasida, 	Cinetoplastida 	o 

Zoomastigophorea), donde no parece haber mayor discusión es en los 

niveles taxonómicos inferiores, así tenemos que los tripanosomas se 

agrupan en: 

familia: Trypanosomatidae, 

género: Trypanosoma, 

especie: T. cruzi. 

En vista de lo anterior, se mencionan tres clasificaciones: 
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CLASIFICACION Y POSICION TAXONOMICA DE Trypanosoma cruzi 

Margulis y Schwatz 

(1981) 

Protoctista 

McGhee y Cosgrove 
	

Levine y col. 

(1980) 
	

(1980) 

Reino 	Protista 
	

Protista 

subReino 
	

Protozoa 

Phylum 	Protozoa 

subPhylum Sarcomastigophora 

superClase Mastigophorasica 

Clase Zoomastigophorasida 

Orden 	Kinetoplastorida 

suborden 

Familia Trypanosomatidae 

Género 	Trypanosoma 

Especie 	T. cruzi 

Sarcomastigophora 	Zoomastigina 

Mastigophora 

Zoomastigophorea 	Kinetoplastida 

Kinetoplastida 

Trypanosomatina 

Trypanosomatidae Trypanosomatidae 

Trypanosoma 	 Trypanosoma 

T. cruzi 	 T. cruzi 

11.2. 	Ciclo de Vida. 

Estadios: Los tripanosomas tienen una serie de estadios a lo 

largo de su ciclo de vida, los cuales se van a diferenciar 

principalmente por su estructura, aunque también hay la expresión 

diferencial de antígenos. El primero de estos estadios es el de 

tripomastigotes y tienen como características el cinetoplasto 

subterminal y posterior al núcleo. El flagelo, que sale desde el 

cinetoplasto, está adherido a todo lo largo del cuerpo por medio de 

una membrana ondulante, quedando libre en el extremo anterior. Los 

epimastigotes, por el contrario, tiene un aspecto fusiforme, con el 

cinetoplasto anterior al núcleo y el flagelo por tanto también 

anterior formando una membrana ondulante más pequeña. Otro estadio 
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del tripanosoma, es una forma intermedia llamada promastigote, 

donde el cinetoplasto es anterior al núcleo, el flagelo no forma 

una membrana ondulante ya que abarca solo una porción del 

citoplasma para quedar libre en un extremo. Cuando los 

tripomastigotes invaden las células del huesped mamífero, se 

transforman en formas esféricas llamadas amastigotes (sin flagelo), 

las cuales se replican por división binaria y forman los llamados 

nidos de amastigotes. 

Ciclo de Vida: Podemos considerar que este comienza cuando el 

tripanosoma se encuentra en el tracto digestivo del insecto, donde 

tiene la forma de epimastigote y a medida que avanza por el tracto 

digestivo del insecto se va transformando en una forma intermedia 

llamada promastigote. Ya en la parte final del tracto digestivo y 

a nivel del recto, tenemos la transformación a tripomastigotes 

metacíclicos. Estos últimos, representan la etapa infectiva del 

tripanosoma, y serán liberados en las heces del insecto cuando este 

pica al hospedero mamífero (Tay, 1980; Martínez y Gutiérrez, 1985). 

Los insectos hematófagos, tienen hábitos nocturnos y pican 

preferentemente las membranas mucosas de boca, nariz y ojos, al 

mismo tiempo que defecan, siendo esta la vía de entrada de los 

tripanosomas, los cuales también pueden entrar al cuerpo a través 

de cortes o heridas en la piel, por contacto directo de heces 

frescas que hayan contaminado utensilios diversos, por transmisión 

transplacentaria (Brabin, 1993), por transfusión sanguínea y por 

accidentes de laboratorio (Goldsmith et al., 1978), de igual modo, 

se ha establecido la posible transmisión a través de vectores 
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muertos (Asin y Catala, 1991). En el sitio de entrada de T. cruzi 

se produce una reacción inflamatoria debido a que han sido 

parasitados los tejidos y/o macrófagos. Las células parasitadas se 

lisan cuatro o cinco días después, liberando a los tripomastigotes 

que ahora tienen acceso a la circulación sanguínea y se diseminan 

a través del cuerpo. Cuando T. cruzi se encuentra dentro del 

hospedero mamífero, se dice que es un protozoario intracelular 

obligado ya que no puede replicarse extracelularmente. La mayoría 

de las células pueden ser parasitadas, sin embargo parece ser que 

existen cepas que muestran tropismo por músculo estriado, músculo 

liso y elementos neuroectodérmicos (Reyes et al., 1983; Velasco-

Castrejón y Guzmán-Bracho, 1986). Una vez dentro de las células, 

los tripomastigotes se transforman en amastigotes y después de 

cuatro o cinco días, los amastigotes se empiezan a elongar para 

transformarse en tripomastigotes, los cuales son liberados de las 

células. Estos tripomastigotes pueden infectar otras células y/o 

ser ingeridos por el vector y así continuar el ciclo de vida 

(Brener, 1973). Esquema 1. 

11.3. 	Vectores. 

El insecto vector de T. cruzí es una chinche de la familia 

triatomidae, de la cual, los géneros Triatoma, 	Rhodnius, 

Dipetalogaster, Paratriatoma, Panstrongylus, Belminus y Eratyrus, 

se consideran como los transmisores más importantes, debido a que 

se han encontrado distribuidos en todos los estados de la 
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Ciclo de Vida de T. cruzi. Esquemas que muestran los diferentes 
estadios de T. cruzi, asi como las diferentes fases de desarrollo 
en el vector y en el hospedero humano (Tomado de Zaman, 1979). 
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república, asi como por la convivencia que tienen con el hombre. Es 

muy probable que debido a la falta de estudios epidemiológicos, 

existan más especies portadoras del parásito, así como una mayor 

distribución de los géneros reportados (Zavala-Velázquez, 

Rodríguez-López y Baqueiro-Díaz, 1975; Salazar et al., 1983; 

Salazar et al., 1988; Andersson et al., 1990). 

11.4. 	Importancia de la enfermedad de Chagas en México. 

La distribución de la enfermedad de chagas en México se 

extiende a todo lo largo del país, lo que coincide con la 

distribución de los vectores. Hasta 1988 se consideraba que el 34% 

de la población rural en México podría estar infectada, lo que 

representaría unos 3 6 4 millones de personas afectadas por esta 

enfermedad (Marsden, 1988). Según los reportes del número de casos 

en México, esta infección no tiene la misma magnitud que la que 

tiene en paises como Brasil, Argentina o Venezuela, donde el 

porcentaje de la población afectada así como los padecimientos 

asociados, como son las visceromegalias y la mortandad, son mucho 

más elevados y severos que los que se han reportado en México 

(Reyes et al., 1983; Andersson et al., 1990). Es por tanto que se 

considera a México como integrante del grupo II, en lo que se 

refiere a la importancia que tiene, en países endémicos, la 

enfermedad de Chagas, siendo Argentina, Brasil y Venezuela, entre 

otros, los integrantes del grupo I, donde la enfemedad tiene una 

magnitud fundamental (OPS, 1990). 
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Cabe resaltar los esfuerzos que se están haciendo por 

caracterizar a los aislados mexicanos tanto a nivel molecular, 

expresión de isoenzimas y secuenciación de ADN (Ortega, 1980; 

Zavala-Castro, Velasco-Castrejón y Hernández, 1992) como de 

comportamiento, reproducción, infectividad y virulencia (López, 

1994), donde se ha encontrado que, entre los aislados mexicanos, 

existe homogeneidad genética pero variabilidad biológica. Por lo 

anterior, es claro que en nuestro país la enfermedad pudiera tener 

características singulares según el aislado predominante en cada 

región, de tal modo que en regiones donde el aislado predominante 

sea virulento, la enfermedad de Chagas se manifestaría con mayor 

gravedad que en regiones donde los aislados no muestran tal 

virulencia. Este tipo de estudios, más los epidemiológicos, nos 

dirán si esta enfermedad debe ser considerada como problema de 

salud pública, o es solo una enfermedad marginal en México. 

11.5. Enfermedad de Chagas. Principales Aspectos de Carácter 

Inmunológico. 

La enfermedad de Chagas que se desarrolla en el humano 

presenta dos fases: la fase aguda y la fase crónica (Koberle, 

1968). Estas dos fases se desarrollan también en ratones infectados 

con T. cruzi, lo que nos permite contar con un modelo adecuado para 

el estudio de esta infección (Albright y Albright, 1991). La fase 

aguda en humanos, por lo general no es fatal y tiene un período que 

abarca entre 2 y 4 meses (Petry y Eisen, 1989). Esta fase tiene 
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como parte primordial un fenómeno llamado inmunosupresión (Ramos, 

Schádtler-Siwon y Ortiz-Ortiz, 1979), fenómeno que favorece la 

invasión así como la permanencia del parásito en el hospedero, de 

este modo es probable encontrar parásitos circulantes en el 

organismo infectado. Otro fenómeno que parece ocurrir en esta fase 

es el de la producción de anticuerpos de reacción cruzada, cuestión 

que lleva al desarrollo de la autoinmunidad (Hudson y Britten, 

1985). 

Los orígenes de la inmunosupresión en la fase aguda, son 

todavía muy confusos debido a la cantidad de datos encontrados 

sobre todo con respecto a los anticuerpos producidos contra el 

parásito e incluso contra otros antígenos (Tarleton y Kuhn, 1985; 

Sztein y Kierszenbaum, 1993), sin embargo se conocen muchas de las 

manifestaciones que tienen que ver tanto con las células como con 

los productos de éstas que estarían implicadas en la 

inmunosupresión de la fase aguda. A pesar de que en esta fase se 

detectan parásitos circulantes en cantidades considerables, de que 

existen procesos inflamatorios, asi como invasión de parásitos a 

algunas células, como por ejemplo los macrófagos, en esta etapa 

algunos investigadores reportan que no se genera una respuesta 

inmune efectiva ni contra el parásito ni contra otros antígenos 

como p.ej. polisacáridos y otras proteínas (Cerrone y Kuhn, 1991). 

En este sentido, células B extraídas de humanos o de ratones 

infectados con T. cruzi en fase aguda no responden a estímulos 

mitogénicos ni tampoco producen inmunoglobulinas (Cunningham et 

al., 1981; Kierszenbaum, Moretti y Sztein, 1991). Sin embargo, por 
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otro lado, se ha encontrado que existe una proliferación masiva de 

células B, que por lo tanto es policlonal e inespecífica (Reed, 

Roters y Goidl, 1983). No se ha podido establecer el origen de esta 

activación policlonal inespecífica de las células B, pero se piensa 

que no es dependiente de algún efecto mitogénico, sino más bien es 

dependiente de células T, ya que se ha visto en otros modelos de 

infección por parásitos, como en el caso de la leshmaniasis, que al 

suprimir a los linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas en 

inglés) por medio de anticuerpos monoclonales (mAb) contra un 

marcador de éstas células Th llamado L3T4 (CD4), se logra eliminar 

también la activación de las células B (Locksley et al., 1993). 

Sobre la producción de anticuerpos en pacientes y ratones con 

Chagas, hay además un cierto predominio de los isotipos producidos, 

ya que se detectan principalmente anticuerpos de la clase IgG2 e 

IgG1 (D'Imperio, 1986). Con respecto a otras células y elementos 

del sistema inmune en esta etapa de la infección, se ha encontrado 

que, por ejemplo, linfocitos T extraídos de ratones o pacientes 

chagásicos no responden a los estímulos mitogénicos y/o a los 

antigénicos (Beltz, Sztein y Kierszenbaum, 1988; Milon y Louis, 

1993). Así mismo, la expresión de una serie de receptores celulares 

también está suprimida, como es el caso de los complejos formados 

por receptores de células T-CD3, la expresión de moléculas CD4 y 

CD8, la expresión de receptores a IL-2 por linfocitos T y por 

células B. Así mismo, está suprimida la expresión de receptores de 

transferrina, como también lo está la producción misma de IL-2 

(Karel-Bellan et al., 1983; Choromanski y Kuhn, 1985; Beltz, 
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Kierszenbaum y Sztein, 1989; Kierszenbaum et al., 1989; Sztein, 

Cuna y Kierszenbaum, 1990; Soong y Taleton, 1992). Por otro lado, 

se ha encontrado que existe un incremento de células formadoras de 

placa, tanto en bazo como en nódulos linfáticos (Reed, Roters y 

Goidl, 1983). Superada la fase aguda de la infección, los 

individuos infectados pueden permanecer asintomáticos durante años 

y en algunos casos manifestar diferentes tipos de visceromegalias 

(Velazco-Castrejón et al., 1991). 

La etapa crónica de la infección con T. cruzi se caracteriza 

principalmente por un fonómeno llamado autoinmunidad, que es la 

producción de anticuerpos de reacción cruzada (Reed et a/., 1990). 

Si bien este fenómeno también se puede encontrar en la fase aguda 

de la infección, es en la fase crónica donde se manifiesta más 

dramáticamente. Se han encontrado antígenos de T. cruzi que 

provocan reacción cruzada principalmente en sistema nervioso, tanto 

periférico como central, asi como también en músculo esquelético y 

cardiaco, además de los que se encuentran en hígado y otros órganos 

(Koberle, 1968). Se ha podido demostrar por transferencia de 

células de bazo de ratones infectados a ratones sanos, que es 

posible provocar la patología crónica en estos últimos sin 

necesidad de infectarlos con parásitos. Esta patología autoinmune 

estaría siendo provocada, principalmente, por células Th (Minoprio 

et al., 1989). 

De igual manera, se han encontrado auto-anticuerpos en 

pacientes con Chagas y en animales infectados experimentalmente con 

T. cruzi. Si bien hay reportes de que este mismo tipo de 
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anticuerpos de reacción cruzada se encuentran en otras enfermedades 

infecciosas, es posible que en Chagas esté más acentuada su 

participación, aunque no sean la causa primaria de la patología, ya 

que hay que recordar que la reacción cruzada no lleva directamente 

a la autoinmunidad. Aún no se conocen las causas últimas de lo que 

podría estar provocando esta autoinmunidad. Se considera que tiene 

relación con la producción policlonal inespecífica que comienza en 

la etapa aguda y se continúa en la fase crónica de la enfermedad, 

y que pudiera ser provocada por las citocinas producidas por 

macrófagos alterados por la infección de T. cruzi (Silva et al., 

1992). Sin embargo, no se explica la gran cantidad de anticuerpos 

dirigidos contra tejidos del huésped, pero se piensa que pudieran 

ser provocados por un cierto mimetismo de los antígenos del 

parásito con los del hospedero (Schmunis, 1987). 

11.6. Anticuerpos Monoclonales. 

Desde que Kóhler y Milstein en 1975 describieron la técnica de 

producción de mAbs, ésta se ha desarrollado de tal modo que ahora 

la producción de mAbs se ha convertido en una de las principales 

técnicas utilizadas para el aislamiento y análisis de material 

biológico diverso. Kóhler y Milstein conjugaron algunos elementos 

fundamentales, por un lado, se sabía que una célula B solo producía 

anticuerpos específicos contra un solo determinante antigénico, 

esto es, las células B eran capaces de dividirse en forma 

monoclonal, ya que las descendientes de una de éstas van a producir 
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anticuerpos contra exactamente el mismo determinante antigénico 

(Burnet, 1957). Sin embargo, en el universo de la respuesta inmune, 

trátese de humanos o ratones, no es nada sencillo aislar la célula 

B que produzca los anticuerpos contra el antígeno deseado. Aún si 

se pudiera lograr, tampoco es sencillo cultivar linfocitos B por 

tiempos muy largos, por lo que el cultivo se perdería a la larga. 

Esto representaba un gran problema, ya que no era posible utilizar 

en toda su potencialidad la especificidad de los anticuerpos para 

el estudio de diversos problemas biológicos. 

Por otro lado, se sabía de la existencia de células B 

tumorales, que al aislarlas podían formar una clona en cultivo 

(Bazin et al., 1973), que si bien se podían dividir de manera 

inmortal, los anticuerpos que producían no tenían la especificidad 

requerida. Estas células trasformadas llamadas mielomas son células 

secretoras de anticuerpos, su transformación se asocia con una 

translocación cromosómica entre el cromosoma quince, el cual 

contiene al oncogén c-myc, y el locus de la cadena pesada en el 

cromosoma doce. En otros casos la translocación se da entre el 

locus K del cromosoma seis en lugar del doce (Potter, 1972). Los 

mielomas más utilizados, como en el presente trabajo, son los 

llamados SP2/0 que provienen de otras líneas celulares originadas 

principalmente en ratones BALB/c y se pueden utilizar en la 

producción de hibridomas porque tienen la ventaja de que, además de 

ser compatibles con los ratones BALB/c, no producen ni secretan 

anticuerpos (Kóhler y Milstein, 1975). Existían reportes del 

estudio de células policariontas (Rao y Johnson, 1970), las cuales 
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son células con más de un núcleo y que se podían obtener por 

diferentes métodos de fusión (Kennet, 1978). Y lo que era más 

importante, estas células eran viables (Poste, 1972). Los 

anticuerpos monoclonales, son producto de células B tumorales, de 

donde se obtiene la proliferación casi inmortal, y de las células 

B normales, de donde se obtiene la especificidad de los anticuerpos 

contra un solo determinante antigénico. A estas células fusionadas 

se les llama hibridomas. 

Sin embargo la base mas importante en la producción de mAbs, 

fué el encontrar un medio de selección que permitiera discriminar 

a los hibridomas de las demás células, ya que cuando se hace la 

fusión quedan viables además de los hibridomas los mielomas, las 

células del ratón inmunizado mueren. La solución consistió en un 

medio de selección que funciona de la siguiente manera: los 

mielomas tienen una mutación en una de las enzimas de la ruta 

alterna de la biosíntesis de purinas, el gen de la hipoxantina 

guanina fosforibosil transferasa (HGPRT). Si se les bloquea la ruta 

de la síntesis de nucleótidos de novo, que es la ruta normal con 

aminopterina (se pueden utilizar otros compuestos como el 

methotrexato o la azoserina), se les obliga a utilizar la ruta 

alterna, por lo tanto los mielomas mueren porque no tienen la 

enzima HGPRT. Los hibridomas tienen la ventaja de que la maquinaria 

genética de las células de ratón se integra a la de los mielomas 

compensando su deficiencia en la enzima HGPRT, de esta manera, 

aunque la ruta de novo este bloqueda por la aminopterina, la ruta 

alterna se vuelve funcional y los hibridomas pueden crecer. Cuando 
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se quita la aminopterina del medio, los hibridomas retoman la ruta 

normal. La hipoxantina y la timidina, se agregan porque la 

aminopterina bloquea la síntesis de novo de purinas y pirimidinas 

(Littlefield, 1964). 

Una de las aplicaciones mas útiles de los mAbs, aparte de 

permitir la identificación y caracterización de antígenos, es la de 

poder aislar y purificar diversas proteínas, ya que el hecho de que 

los anticuerpos reconozcan y se unan especificamente a estas 

permite obtener, a partir de una mezcla compleja, determinada 

proteína. 

11.7. Antígenos de P. cruzi. 

El estudio de los antígenos (Ags) de estos parásitos es 

importante por las siguientes razones: 1) Para tener un panorama 

general de la composición antigénica del tripanosoma. Al respecto, 

el problema es que a pesar de que existe un gran número de 

moléculas antigénicas presentes en el parásito, estas se 

encuentran, en la mayoría de los casos, en una proporción 

relativamente baja. Otro problema aunado a éste es que por lo 

general, los antígenos predominantes están relacionados y 

codificados por diversas familias de genes multicopia, lo que trae 

como consecuencia la expresión de una serie de antígenos de 

características muy parecidas. 2) Para poder mejorar los métodos 

serológicos utilizados en el diagnóstico de la enfermedad de 

Chagas. Esto es importante porque, por lo común, se utilizan 
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mezclas complejas de moléculas como base para la detección de 

anticuerpos, lo que generalmente provoca la obtención de resultados 

falsos positivos o falsos negativos. 3) Para entender de mejor 

manera las alteraciones de la respuesta inmunológica del hospedero, 

es necesario conocer tanto los antígenos solubles como los 

membranales del parásito que están actuando en la parte aguda de la 

infección, y sobre todo, conocer los que están involucrados en la 

patogénesis de la enfermedad crónica y que tienen que ver con las 

reacciones cruzadas. 4) Para la búsqueda de antígenos que puedan 

ser utilizados para inmunoprofilaxis; esto es, por ejemplo, ver si 

es posible bloquear ciertos antígenos por medio de algunos 

medicamentos. 5) Para entender los mecanismos que subyacen en la 

expresión genética de antígenos de superficie y otros. 6) Entender 

el papel que juegan los antígenos en la biología del parásito donde 

se incluirían entre otros, la transformación, infección, división 

y adaptación insecto-hospedero. 

Existen varios problemas en el estudio de los antígenos de T. 

cruzi, como por ejemplo, no en todos los estadios del ciclo de vida 

se expresan los mismos antígenos, así mismo hay diferencias entre 

los antígenos que expresan las diferentes cepas (Frasch et 

a/.,1991). Además, dependiendo de la técnica usada para la 

detección de los antígenos, se encontrarán unos, por cierta 

técnica, y otros por otra técnica, por ejemplo, un Ag. de 90 kDa 

encontrado en tripomastigotes y amastigotes, no se detecta en 

epimastigotes cuando se utiliza marcaje con 1251 (Lanar y Manning, 

1984). Sin embargo otros autores reportan un Ag de peso similar en 
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epimastigotes cuando utilizan marcaje con 1311 (Zingales et al., 

1982). 

En esta parte de los antecedentes, se va a hacer una revisión 

de los Ags más importantes, y en vista que la mayoría pueden lo 

mismo servir, por ejemplo, para diagnóstico (por estar presentes en 

la mayoría de los aislados) además de estar presentes en todos los 

estadios del ciclo de vida del parásito y ser importantes en la 

infección, se van a agrupar tentativamente en: 

1) Ags con importancia inmunológica: 

la) Los que presentan reacción cruzada con Ags del huesped. 

lb) Los que son importantes en la infección. 

1c) Los que se consideran importantes para diagnóstico. 

2) Ags importantes en el ciclo de vida del parásito, asi como 

específicos de estado. 

1) Ags con importancia inmunológica. 

la) Antígenos de reacción cruzada. 

Entre los Ags que provocan reacción cruzada se encuentra un 

determinante antigénico que se expresa en membranas de ciertas 

subpoblaciones de neuronas centrales y periféricas de mamífero y 

que es reconocido por un mAb de la clase IgM que también reconoce 

determinantes antigénicos de peso molecular (PM) de 50 a 100 kDa en 

extractos de epimastigotes y amastigotes (Wood et al., 1982). La 

importancia que tiene es debida a que en la enfermedad de Chagas se 

da una cierta degeneración neuronal, tanto periférica como central; 

se considera que esta neuropatía no es producida por la invasión 
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directa del parásito a estas células, sino que más bien es de 

caracter inmunológico (Brener, 1979). 

Con respecto a las lesiones musculares que se dan en la 

patología de Chagas, se han encontrado Abs que muestran reacción 

cruzada con un Ag polipeptídico de 25 kDa de tripanosoma y contra 

tejido muscular. Cuando se prueba suero de pacientes chagásicos y 

suero de pacientes con distrofia muscular de Duchenne, se encuentra 

que una gran proporción de estos pacientes muestran títulos 

elevados de anticuerpos con actividad anti-sarcolema, al ser 

comparados con los individuos normales. Esto podría explicar la 

degeneración muscular que se manifiesta en la enfermedad de Chagas 

(Santos-Buch et al., 1985). 

Un importante antígeno de membrana es el que se ha denominado 

glicoproteína (gp) 50-55. Se ha encontrado hasta ahora sólo en T. 

cruzi (Hernández-Munaín et al., 1991) y su importancia reside en 

dos aspectos: podría estar jugando un papel en el estadio 

intracelular del parásito como fuente de señales para mantener la 

infección y, por otro lado, se ha encontrado que mAbs contra este 

Ag reaccionan también con un antígeno de 28 kDa que se expresa en 

la gran mayoría de los linfocitos T y B activados de ratón. Además, 

estos mAbs que están dirigidos contra el Ag gp50-55, son capaces de 

suprimir la proliferación celular de linfocitos T y B, tanto de 

humano como de ratón, independientemente del estímulo. En base a 

estos resultados, se puede decir que los anticuerpos dirigidos 
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contra este antígeno estarían jugando el papel tanto de auto-

anticuerpos, como de inmunosupresores (Hernández-Munaín et al., 

1992). 

Una proteína del tripanosoma, relacionada con el complemento 

es una hemolisina secretada por el tripanosoma llamada TC-TOX, la 

cual se considera que ayuda al parásito a escapar de los fagosomas 

(vacuolas ácidas de las células infectadas) por medio de la 

formación de poros en la membrana. Además, esta proteína 

parasitaria de entre 60 y 75 kDa induce anticuerpos que reaccionan 

también con el componente C9 (alquilado y no alquilado) del 

complemento. Cuando se utilizan anticuerpos dirigidos contra C9, 

en un ensayo de inmunoblot, se puede apreciar la reacción cruzada 

de estos anticuerpos con sobrenadante de un cultivo de parásitos y 

C9 humano purificado. Esta reacción cruzada puede deberse a que 

existe una relativa homología (entre el 17 y 21%) en las secuencias 

peptídicas de las moléculas relacionadas con el ataque a membranas 

como son C7, C8, C9, la perforina de los granulocitos y la melitina 

del veneno de abeja, por lo que la hemolisina del tripanosoma puede 

tener también secuencias homólogas con C9 (Andrews et al., 1990). 

Una observación muy interesante es la de que en muchas 

enfermedades autoinmunes se han encontrado anticuerpos que se unen 

a epítopes cargados negativamente que se localizan en algunos 

componentes celulares, tales como en las enfermedades reumáticas 

humanas (Brendel et al., 1991). Para el caso de la infección 
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crónica por tripanosoma en ratones, se han encontrado auto-

anticuerpos que reaccionan con antígenos del parásito y también con 

una gran variedad de antígenos con epítopes cargados negativamente, 

ricos en aminoácidos ácidos, por ejemplo la tubulina. Estos auto-

anticuerpos se encuentran de manera natural en ratones sanos donde 

se unen pobremente, mientras que los auto-anticuerpos provenientes 

de ratones infectados crónicamente muestran una afinidad mucho 

mayor por el antígeno (Kahn, Kahn y Eisen, 1992). 

lb) Ags importantes en la infección. 

Así como hay Ags que promueven supresión de la actividad de 

linfocitos, también se han encontrado los que la activan. Tal es el 

caso de la gp6O, la cual predispone y activa linfocitos en ratón, 

también se ha visto que, cuando se bloquea a la gp6O con mAbs se 

promueve la destrucción de los parásitos por medio de macrófagos. 

Esta gpGO, se encuentra solamente en la membrana de los 

tripomastigotes, y se piensa que por activar especificamente a los 

linfocitos podría tener efectos benéficos en la respuesta inmune 

del hospedero. Esta activación específica de linfocitos no tendría 

que ver con la activación policlonal típica de la patología de 

Chagas (Villalta et al., 1992). 

El Ag-3F6, que es una glicoproteina de 82 kDa específica de 

estado, se ha localizado por medio de mAbs en la superficie de 

tripomastigotes metacíclicos de diferentes cepas. Se cree que 

promueve la entrada del parásito a la célula hospedera, ya que al 
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ser bloqueado con mAbs se inhibe la entrada de parásitos a la 

célula. Así mismo, el Ag-10D8, que es una gp de entre 35/50 kDa, 

también estaría participando en la invasión celular. Estos Ags no 

se localizan en tripomastigotes sanguíneos ni en tripomastigotes de 

cultivo, sólo en tripomastigotes metacíclicos (Ramírez et a/., 

1993). 

El Ag soluble de fase aguda (SAPA) es una trans-sialidasa, es 

decir, una enzima que es capaz de transferir ácido siálico 

(azúcares ácidos) entre glicoconjugados del hospedero y el 

parásito. Interviene en la interacción del parásito con las células 

del huésped al momento de la invación. Su peso molecular varía 

entre 120 y 240 kDa (Schenkman y Eichinger, 1993). Este Ag 

pertenece a una superfamilia de antígenos de superficie de P. cruzi 

que tienen en común un peso molecular aproximado de 85 kDa, donde 

se encuentran otros Ags como el SA85-1 (Kahn et al., 1991), que se 

unen a la membrana del tripomastigote por medio de anclajes de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Campetella et al., 1992). 

Se han encontrado también dos Ags, uno de 60 y otro de 85 kDa, 

los cuales se unen a los receptores de penetrina y fibronectina 

respectivamente. Son importantes porque se considera que ambas 

proteínas son coadyuvantes en la unión y penetración del 

tripanosoma a macrófagos por medio de la unión a receptores de 

fibronectina (Fernández et al., 1993). El Ag de 85 kDa, es 

específico de tripomastigotes infectivos, y cuando es bloqueado con 
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mAbs, se inhibe la infección de las células del huésped (Pereira, 

1988). Otro miembro de la familia de Ags de 85 kDa, es el llamado 

Tc-85 (Katzin y Coli, 1983). Este Ag es una gp localizada en la 

membrana de tripomastigotes y está implicado en la penetración del 

parásito a las células del huesped. Se ha podido establecer su 

diferencia con las otras gp85 por medio de análisis de su 

composición estructural (Couto et al., 1987). 

Otro Ag que tiene relación con la gp85 es uno de 160-200 kDa 

y que se encuentra principalmente en la membrana de los 

tripomastigotes infectivos. Se ha encontrado que tiene actividad 

como neuroaminidasa, y lo más significativo es que ejerce un 

control negativo sobre la infección, esto es, si se bloquea con 

mAbs o con HDL (lipoproteína de alta densidad) se amplifica la 

infección (Prioli, Mejía y Pereira, 1990). Se piensa que el 

tripanosoma ejerce funciones tanto positivas como negativas durante 

la infección, ya que los tripanosomas que expresan la actividad de 

neuroaminidasa tienen bajos niveles de la gp85, y los que expresan 

baja actividad de neuroaminidasa tienen niveles altos de gp85 

(Pereira y Hoff, 1986). 

Un antígeno de entre 87 y 93 kDa, al cual se le ha llamado T-

DAF (Factor que acelera el decaimiento de la C3 convertasa en 

tripomastigotes), es una gp presente en la superficie del 

tripomastigote; al parecer, su principal función es la de inhibir 

la activación del complemento. Al inhibir este Ag con mAbs se logra 
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inducir la lisis del parásito. Este T-DAF, podría estar relacionado 

con otros dos Ags, la gp160 y la gp58-68 las cuales bloquean el 

ensamblaje de la convertasa C3 de la ruta alternativa del 

complemento (Tambourgi et al., 1993). 

Por otro lado, cuando se utilizan mAbs, como el llamado 10D8, 

en contra de un epítope de carbohidratos de entre 35 y 50 kDa 

situado en la membrana de tripomastigotes metacíclicos, se logra 

inhibir entre un 50 y 67% la infección in vitro de células Vero. Se 

considera que estos glicoconjugados estarían jugando un papel 

importante en la asociación de los tripomastigotes metaciclicos con 

las células del hospedero al iniciarse la infección. (Yoshida et 

al., 1989). Otro Ag que podría estar involucrado en la asociación 

y penetración de tripomastigotes infectivos, es el de 90 kDa. Este, 

es un polipéptido de superficie específico de tripomastigotes 

metacíclicos, el cual fue identificado por medio del mAb 1G7, y es 

capaz de reducir la infectividad en ratones, así como de reducir la 

adhesión y penetración de tripomastigotes metacíclicos en células 

Vero (Teixeira y Yoshida, 1986). 

El Ag Tc45, el cual es un polipéptido de 45 kDa, parece estar 

presente en el citoplasma del tripanosoma. Este Ag, que se 

encuentra tanto en epimastigotes como en tripomastigotes, es 

reconocido por anticuerpos de ratones de la cepa A.SW inmunizados 

con extractos o cuando son infectados con T. cruzi. Sin embargo, 

otra cepa de ratones, la A.CA, no es capaz de reconocer este 
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antígeno, lo que nos está hablando del control que ejercen los 

genes en la respuesta inmune, ya que estas dos cepas son congénicas 

para el complejo mayor de histocompatibilidad H-2. Los ratones A.SW 

sobreviven a la etapa aguda de la infección, mientras que los de la 

cepa A.CA, mueren a los 12 días de la infección (Ramos et al., 

1991). 

1c) Antígenos importantes para el diagnóstico. 

Un antígeno que podría servir en el serodiagnóstico en la 

enfermedad de Chagas, es el llamado A13. Este Ag tiene un peso 

aproximado de 230 kDa y se han encontrado anticuerpos IgA e IgM 

contra este Ag en el suero de pacientes chagásicos, tanto en la 

fase crónica como en la aguda, así como también en pacientes con 

Chagas congénito, pero no se han encontrado en el suero de 

pacientes con leishmaniasis u otras enfermadades parasitarias. Este 

Ag se ha localizado en la membrana de amastigotes y tripomastigotes 

de algunas cepas de tripanosoma, sin haberse encontrado en 

epimastigotes. Sin embargo, el que el antígeno sea localizado en 

todas las etapas de la enfermedad de Chagas, además de que no tenga 

reacción cruzada con el suero de pacientes con otras enfermedades 

parasitarias, junto con el hecho de que se localiza en las formas 

que parasitan al hombre, lo hace un buen candidato para el 

serodiagnóstico (Paranhos et al., 1990). 

También se ha encontrado un Ag de superficie específico de 

amastigotes de entre 70 y 84 kDa, que es importante por dos 
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razones. Primero porque la mayoría de los antígenos utilizados en 

diagnóstico se encuentran a partir de extractos de epimastigotes, 

los cuales no son muy representativos de la fase infectiva del 

parásito. En segundo lugar, porque es un antígeno que tiene 

reacción con anticuerpos de suero de pacientes con leishmaniasis, 

lo que nos muestra lo complicado que es encontrar Ags que sean 

específicos para T. cruzi. Este antígeno fue reconocido por el 100% 

de los sueros de pacientes en la etapa aguda y crónica de la 

enfermedad de Chagas, pero no por pacientes sanos (Matsumoto et 

al., 1993). 

2) Antígenos importantes en el ciclo de vida y específicos de 

estado. 

T. cruzi es un parásito que pasa de un insecto vector, donde 

la temperatura es de aproximadamente 25°C, a un mamífero hospedero, 

donde la temperatura es de 37°C. Esto implica que el tripanosoma 

debe de contar con mecanismos que atenúen este cambio de 

temperatura. Se han encontrado en el tripanosoma Ags que funcionan 

como proteínas de choque térmico (hsp). Entre estas tenemos a la 

hsp70, la cual está formada en realidad por una serie de isoformas 

relacionadas. Algunas de éstas se expresan constitutivamente a 28 

°C pero a medida que aumenta la temperatura también se incrementa 

la expresión de estas proteínas y se suprime la expresión de otras 

(Requena et al., 1992). 

Otra proteína de interés es la gp72, que es un antígeno de 
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superficie que se expresa en epimastigotes y en tripomastigotes 

metacíclicos. Se ha podido caracterizar el gen que codifica para 

esta gp72, y de esta manera estudiar la función que tiene en el 

ciclo de vida del parásito. Al mutar el gen que codifica para la 

gp72 (Cooper, Ribeiro de Jesús y Cross, 1993) por medio de 

mutagénesis dirigida y por tanto evitar su expresión, se afecta la 

morfología del parásito en algunos estadios del ciclo de vida, 

provocando que el flagelo esté separado de la membrana en 

epimastigotes y reduciendo de manera muy significativa la 

sobrevivencia de los epimastigotes en el vector. Sin embargo, esta 

mutación no interfiere ni en la capacidad de infección, ni en la 

resistencia al complemento o la expresión de sialidasas de 

tripomastigotes aun cuando el fenotipo anormal persiste en este 

estadio. Tampoco es impedimento para la propagación del parásito 

dentro de las células del hospedero (Ribeiro de Jesús et al., 

1993). Otro punto importante de este trabajo es, como a partir de 

la purificación de un antígeno, se puede obtener el gen, que al ser 

modificado, nos permite estudiar con mayor detalle la función del 

antígeno. 

La gp57-51, forma parte de una familia de proteinasas, 

especificamente de las proteinasas de cisteina, entre las que se 

encuentra la cruzipaína, con la que se encuentra estrechamente 

relacionada. Cuando se bloquea in vitro a la gp57-51, los 

tripanosomas no pueden desarrollarse intracelularmente, por lo que 

se piensa que esta proteinasa controla funciones clave del 
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metabolismo de los tripanosomas (Lima et al., 1992). 

Por otro lado, se ha reportado la producción de anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra un antígeno de 90 kDa que se 

encuentra presente en la superficie de tripomastigotes sanguíneos 

y que parece ser especifico de este estadio. Sin embargo, se ha 

encontrado sólo en algunas cepas de T. cruzi. Fn algunas otras 

cepas del tripanosoma, este mAb reconoce proteínas de 105 kDa y 130 

kDa. Cuando se aisló el gen de esta proteína antigénica se encontró 

que existían aproximadamente 20 copias del gen que codifica el Ag 

90 kDa. Las diferencias de peso molecular que se encuentran en las 

distintas cepas de tripanosoma se cree que son debidas a 

modificaciones pos-transcripcionales o a la expresión diferencial 

de las copias de este gen. Este es un ejemplo de las dificultades 

que se tienen en la búsqueda de antígenos de T. cruzi. Se puede 

encontrar en determinada cepa un antígeno con determinado peso 

molecular, pero en otras cepas este mismo antígeno tendrá otro peso 

molecular. Por esta razón algunos grupos han empezado a estudiar 

los genes que codifican para los antígenos con el objeto de 

determinar su verdadera naturaleza, ya que fenómenos 

postranscripcionales (empalme, glicosilaciones y otros) enmascaran 

la expresión del antígeno (Frasch et al., 1991). 
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III. OBJETIVOS 

Con el fin de disponer de una herramienta que permita el 

estudio de la infección de T. cruzi en México, se requiere 

producir anticuerpos monoclonales contra este parásito, para lo 

cual se ha escogido al aislado Ninoa de T. cruzi debido a sus 

características infectivas. Por tanto se van a: 

A) Caracterizar los anticuerpos monoclonales producidos. 

B) Caracterizar el antígeno identificado por los 

anticuerpos monoclonales. 

31 



IV. MATERIALES Y METODOS 

IV.1. Producción de Anticuerpos Monoclonales. 

IV.1.a. Preparación de extractos antigénicos. 

Se preparó extracto total (Bollag y Edelstein, 1991) a 

partir de epimastigotes de T. cruzi del aislado Ninoa, 

provenientes del cepario del laboratorio. Los parásitos se 

cultivaron en medio LIT (liver infusion tryptose) complementado 

con 25.0 pg/100m1 de hemina (SIGMA), 10% de suero fetal bovino 

(GIBCO) inactivado para complemento a 56 °C por 30 min. Los 

parásitos se cosecharon en la fase exponencial, se concentraron 

por centrifugación a 387xg (30 min, 4 °C). Después, se realizó 

un lavado con 5 ml de PBS frío, y se centrifugó nuevamente en las 

condiciones ya mencionadas. A continuación, por cada gramo de 

peso húmedo se agregaron 5 ml de Tris-HC1 0.01 M pH 8.2, y una 

mezcla de inhibidores de proteasas que contenía EDTA 5 mM, PMSF 

1 mM, Leupeptin 100 pM y Pepstatin 1 pM. Los parásitos se lisaron 

a continuación por sonicación (sonicador High Intensity 

Ultrasonic Procesor, ULTRASONIC) durante 3 ciclos de tres minutos 

a 50 Am, se observó al microscopio una muestra para ver si los 

parásitos estaban lisados. Finalmente, se centrifugó el extracto 

a 13,000xg por 30 min para eliminar restos celulares y el 

sobrenadante se dividió en tubos para microcentrifuga de 1.5 ml 

y se guardó a -20 °C. Al extracto se le hizo cuantificación de 

proteínas según el método de Bradford (Bradford, 1976). 

Se utilizaron además extractos de epimastigotes de los 

siguientes aislados de T. cruzi: aislado Jalisco C4, Yucatán H1, 
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Querétaro, Yucatán Z21 y Silvio, los cuales fueron procesados por 

sonicación en la forma ya descrita. Se utilizó también extracto 

de epimastigotes Ninoa, obtenido por congelación (en nitrógeno 

liquido) y descongelación (en agua a 37 °C). 

Se hizo extracto por medio de sonicación como se describió 

anteriormente de tripomastigotes del aislado Ninoa (Donados por 

Verónica Ramos, IIB-UNAM). En la misma forma se preparó extracto 

de Leishmania sp. 

También se trabajó con extractos de trofozoitos de 

Entamoaeba histolytica (aislado HM1-IMSS) donado por el Dr. 

Librado Ortiz del IIB-UNAM, extracto total de taquizoitos de 

Toxoplasma gondii (aislado Wiktor) donado por el Dr. Pascal 

Herion del IIB-UNAM, extracto total de cisticercos de Taenia 

crassiceps donado por la Dra. Edda Sciuto del IIB-UNAM. 

Se utilizó también sobrenadante de medio LIT de cultivo de 

epimastigotes del aislado Ninoa, el cual se preparó de la 

siguiente forma: se incubaron aproximadamente 10,000 

epimastigotes del aislado Ninoa en 5 ml de medio LIT sin suero 

durante una hora a 4 °C, se centrifugó a 387xg, se desechó el 

botón que contenía a los parásitos y el sobrenadante se concentró 

hasta 1.0 ml (5x), para utilizarse inmediatamente. 

IV.l.b. Protocolo de inmunización. 

Tomado y modificado de Harlow y Lane, (Harlow y Lane, 1988). 

A tres ratones hembra de la cepa BALB/c obtenidos del bioterio 

del IIB-UNAM de seis a ocho semanas de edad, se les hizo un 

sangrado control para determinar mediante un ensayo de ELISA (ver 

técnica más adelante) que no tuvieran anticuerpos contra el 
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aislado Ninoa de T. cruzi. Después de esto, se inmunizó con 80pg 

de antígeno en 25 ml de Tris-C1, que se mezcló con un volumen 

igual de adyuvante completo de Freund, mediante pasajes repetidos 

a través de una aguja conectada a dos jeringas. Se inyectaron 50 

ml de esta emulsión a cada uno de los tres ratones (dos ratones 

fueron inyectados en el cojinete plantar, y uno por vía 

intraperitoneal). Luego de catorce días, se hizo una segunda 

inmunización en las mismas condiciones que la primera. La tercera 

inmunización se realizó catorce días después, pero se utilizó 

adyuvante incompleto y la misma cantidad de antígeno que en la 

primera inmunización. Siete días después del último refuerzo, se 

sangraron los tres ratones y mediante una prueba de ELISA, se 

determinó que los tres ratones eran positivos contra el extracto 

Ninoa de T. cruzi. A la semana de haber hecho el sangrado de 

prueba se realizó una inmunización de refuerzo, esta vez se 

utilizó la misma concentración de antígeno de la primera 

inmunización pero sin adyuvante y se inyectó por vía 

intraperitoneal. Al siguiente día, se volvió a inmunizar de la 

misma manera, se dejó pasar un día y al siguiente se realizó la 

fusión. 

IV.l.c. Medios de cultivo. 

Las células Sp2/0 se cultivaron en condiciones estériles en 

campana de flujo laminar (Forma Scientif) y se mantuvieron en una 

incubadora (Forma Scientific) a 37 °C, en un ambiente de 5% de 

CO2  y 90% de humedad, en medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 

medium) complementado con 0.1 mM de aminoácidos no esenciales 

(GIBCO), 100µg/m1 de piruvato de sodio (SIGMA), 100µg/ml de 
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penicilina (SIGMA), 100µg/m1 de estreptomicina (SIGMA), 300µg/m1 

de L-glutamina (GIBCO) y 20% de suero de caballo (GIBCO) 

desactivado. Todos estos reactivos se esterilizaron por 

filtración antes de agregarse al medio. EL medio de selección 

consistió en 250 ml de DMEM complementado con 20% de suero fetal 

bovino (SFB), hipoxantina 0.1mM, timidina 0.01mM, y aminopterina 

0.4µM. Se utilizó como medio de lavado 250m1 de DMEM con 300µg/m1 

de L-glutamina y 100µg/m1 de antibióticos (DMEM-sin 

complementar). 

IV.1.d. Protocolo de fusión. 

Esta metodología se realizó con algunas modificaciones, 

según Kennett (1978). Se utilizaron mielomas de ratón de la linea 

Sp2/0, provenientes de un cultivo en medio DMEM-complementado. 

Para la fusión, se utilizó 3 gr de polietilénglicol-1550 (PEG-

1550 SERVA) en 4.2 ml de DMEM-no complementado. Se fundió la 

solución en baño Maria a 56 °C y se filtró para esterilizar. Se 

colectaron las células de mieloma en un tubo de ensaye de 50 ml 

estéril, se contaron y ajustaron a una concentración de 20 a 25 

x 106  células en 10 ml. Una vez ajustadas, se lavaron dos veces 

con 30 ml de DMEM-no complementado, se centrifugaron a 387xg por 

5 min. Se resuspendieron luego en 10 ml de DMEM-no complementado 

a 37 °C para hacer la fusión. Se sacrificó al ratón por 

descerebramiento, se fijó boca arriba a una placa de unicel 

cubierta de aluminio, se lavó el vientre con alcohol al 70% y se 

le extrajo el bazo. Se puso el bazo en una caja de petri con 7 

ml de DMEM sin complementar, se lavó en ese medio e 

inmediatamente se transfirió a medio fresco donde se disgregaron 
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las células con unas pinzas estériles y se transfirió el 

contenido de la caja de petri a un tubo de centrífuga de 15 ml. 

Se lavó la caja de petri con 5 ml de DMEM sin complementar y se 

juntó en el tubo de centrífuga de 15 ml. Se dejó en hielo por 5 

min para que se asentaran los restos de tejido. Pasado este 

tiempo, se virtió el sobrenadante en otro tubo de 15 ml y se 

centrifugó a 387xg durante 5 min. Se resuspendió en 10 ml de DMEM 

sin complementar y se mezcló con las células de mieloma a una 

relación aproximada de 1 célula de bazo por 10 mielomas. Se 

centrifugó a 387xg durante 5 min, y se desechó todo el 

sobrenadante. Se resuspendió y agregó 5 ml de PEG, gota a gota 

en un lapso de 2 min, girando lentamente el tubo donde se 

encontraban las células mientras se agregaba el PEG. Cuando se 

terminó de agregar el PEG, se siguió girando lentamente el tubo 

por espacio de 1 min, y se dejó reposar 2 min. Para lavar el PEG, 

se adicionó DMEM-sin suplementar a 37 °C de la siguiente manera: 

en un lapso de 5 min se agregaron 5 ml, en los siguientes 5 min 

se agregaron otros 10 ml, por último en 5 min más, se agregaron 

otros 15 ml. Se centrifugó 5 min a 387xg, se desechó el 

sobrenadante y se resuspendió con 45 ml de DMEM-HAT. Finalmente, 

con una pipeta estéril de 10 ml se vierten las células llenando 

placas de 96 pozos, se dejan libres los pozos periféricos. Una 

vez llenas las placas (100 41/pozo), se pusieron en incubadora 

con 5% de CO2, 90 de humedad y 37 °C. Al cuarto y séptimo días 

de la fusión se agregaron 50 41 de DMEM-HAT a 37 °C a cada pozo. 

A los diez días se hizo el primer ELISA, para detectar los 

hibridomas positivos. 
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IV.1.e. ELISA. 

En una placa para ELISA de 96 pozos (COSTAR), se pusieron 

100 41 por pozo de una solución amortiguadora de carbonatos pH 

9.6 con 5 mg de antígeno Ninoa. Se incubó dos horas a 37 °C, se 

desechó el contenido de la placa, y se agregaron 200 41 por pozo 

de una solución de albúmina al 1% en PBS. Se dejó incubar 1 hr 

a 37 °C. Se desechó el contenido y se lavó tres veces con PBS-

Tween 20 (PBS-Tw) al 0.05%, durante 10 min cada lavado. Se 

pusieron los sobrenadantes de los cultivos celulares. Se 

añadieron controles negativos y positivos, en este caso se trató 

de los sueros de los ratones pre-inmunes e inmunizados, diluidos 

1:1000 en PBS-Tw al 0.05%. En otros pozos se pusieron en cada uno 

controles como albúmina al 1%, conjugado 1:500 en PBS -Tw y medio 

de cultivo complementado con suero de caballo al 10%, cinco pozos 

se dejaron vacios y solo se les puso substrato al final del 

ensayo. Después de poner las muestras de sobrenadante, se incubó 

2 hrs a 37 °C. Se desechó el contenido de las placas, y se lavó 

como se mencionó anteriormente. Se pusieron 50 41 por pozo de una 

solución de un anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa 

(ZYMED) diluido 1:500 en PBS-Tw al 0.05%. Se incubó durante 2 

hrs, a 37 °C. Se lavó y se agregaron 10041/pozo de substrato (4 

mg de ortofenilendiamina (SIGMA) en 5 ml de solución 

amortiguadora de citrato-fosfato pH 5, 5 ml de agua destilada y 

4 41 de peróxido de hidrógeno al 30%). Se dejó reaccionar a 

temperatura ambiente, y se detuvo con 50 41 por pozo de ácido 

sulfúrico 2.5 N. Se leyó la densidad óptica (D.0.) a 490 nm en 

un lector de ELISA (BIO-RAD) (Voller et al., 1978; Venkatesan y 

Wakelin, 1993). 
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IV.l.f. Selección de hibridomas positivos y expansión. 

La técnica de ELISA se utilizó para seleccionar los 

hibridomas que comenzaron a crecer en placas de cultivo por medio 

de un seguimiento de las colonias tanto positivas como negativas. 

Ya que las colonias presentaron un crecimiento irregular se 

realizaron pruebas de ELISA cada tercer día a partir de que se 

detectaron las primeras colonias positivas, para ver, por un 

lado, cuales colonias seguian positivas y cuales dejaron de 

serlo. Las colonias más constantes, tanto en crecimiento como en 

positividad, se trasladaron a placas de 24 pozos de 3.4 ml 

(COSTAR), a fin de colectar la mayor cantidad de sobrenadante que 

permitiera conocer la clase y las sub-clases de anticuerpos que 

se estaban produciendo. 

IV.1.g. ELISA para determinación de isotipos. 

Se incubé el antígeno de la misma forma que ya se mencionó 

en la técnica ELISA e igualmente se hizo el bloqueo con albúmina. 

Se agregaron 10041 por pozo de sobrenadante por sextuplicado, 

durante 2 hrs. Se lavó como se mencionó para el ELISA. 

Posteriormente, se agregaron 100 µ1 por pozo de los siguientes 

anticuerpos anti-isotipos (producidos en cabra contra ratón): 

anti-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3, -IgM e -IgA (SIGMA) diluidos 

1:1000 en PBS y se incubaron dos horas a 37 °C. Se lavó, y se 

agregaron 10041 por pozo de anticuerpo anti-cabra unido a 

fosfatasa alcalina (Zymed), diluido 1:1000 en PBS-Tw20 al 0.05%, 

luego de 2hrs de incubación a 37 °C, se lavaron tres veces con 

PBS-Tw20 al 0.05%, diez minutos cada lavado. Como substrato se 

utilizaron 10 ml (100 µ1 por pozo) de una solución de 
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IV.l.f. Selección de hibridomas positivos y expansión. 

La técnica de ELISA se utilizó para seleccionar los 

hibridomas que comenzaron a crecer en placas de cultivo por medio 

de un seguimiento de las colonias tanto positivas como negativas. 

Ya que las colonias presentaron un crecimiento irregular se 

realizaron pruebas de ELISA cada tercer día a partir de que se 

detectaron las primeras colonias positivas, para ver, por un 

lado, cuales colonias seguian positivas y cuales dejaron de 

serlo. Las colonias más constantes, tanto en crecimiento como en 

positividad, se trasladaron a placas de 24 pozos de 3.4 ml 

(COSTAR), a fin de colectar la mayor cantidad de sobrenadante que 

permitiera conocer la clase y las sub-clases de anticuerpos que 

se estaban produciendo. 

IV.1.g. ELISA para determinación de isotipos. 

Se incubó el antígeno de la misma forma que ya se mencionó 

en la técnica ELISA e igualmente se hizo el bloqueo con albúmina. 

Se agregaron 10041 por pozo de sobrenadante por sextuplicado, 

durante 2 hrs. Se lavó como se mencionó para el ELISA. 

Posteriormente, se agregaron 100 41 por pozo de los siguientes 

anticuerpos anti-isotipos (producidos en cabra contra ratón): 

anti-IgGl, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3, -IgM e -IgA (SIGMA) diluidos 

1:1000 en PBS y se incubaron dos horas a 37 °C. Se lavó, y se 

agregaron 10041 por pozo de anticuerpo anti-cabra unido a 

fosfatasa alcalina (Zymed), diluido 1:1000 en PBS-Tw20 al 0.05%, 

luego de 2hrs de incubación a 37 °C, se lavaron tres veces con 

PBS-Tw20 al 0.05%, diez minutos cada lavado. Como substrato se 

utilizaron 10 ml (100 41 por pozo) de una solución de 
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dietanolamina pH 9.8 al 10% (100 ml de dietanolamina, 102 mg de 

MgC12  y 0.4 gr de NaN3, en un litro de agua destilada) y 10 mg de 

p-nitrofenil fosfato disódico (PNPP, pastillas de 5mg). Se dejó 

reaccionar a temperatura ambiente durante 10-15 min y se detuvo 

la reacción con 50 41/pozo de NaOH 2N. Se leyó la la D.O. a 450nm 

en un lector de ELISA. 

IV.1.h. Clonación por dilucion limitante. 

La metodología fué modificada a partir de la reportada por 

Harlow y Lane (1988). 

a) Obtención de células alimentadoras. 

Ya que los hibridomas no crecen bien cuando se encuentran 

muy diluidos, se hace necesaria la presencia de células 

alimentadoras que proporcionen el sustento y los factores 

apropiados para el crecimiento de los hibridomas. Para preparar 

estas células, un día antes de la clonación se tomó un ratón 

BALB/c hembra. Se sacrificó por descerebramiento y se obtuvo el 

bazo en condiciones de esterilidad. Se obtuvieron las células en 

las mismas condiciones que cuando la fusión. Se distribuyeron en 

tres placas estériles de 96 pozos (50 41 por pozo), dejando 

vacíos los pozos periféricos, en DMEM-complementado con 10% de 

SFB. Se utilizó un bazo por cada clona de hibridomas. Se dejaron 

24 hrs en la incubadora. 

b) Clonación 

Los hibridomas se contaron y se hicieron varias diluciones 

calculando que al final quedara una sola célula por pozo. En 

cinco o seis días se observó al microscopio el crecimiento por 
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pozo, se seleccionaron aquellas en las que se observó solo una 

clona por pozo. A los siete o diez días se les hizo ELISA para 

detectar las clonas positivas e iniciar su expansión. Las clonas 

así seleccionadas se reclonaron por la misma técnica para tener 

mayor seguridad de que las células fueran monoclonales. 

c) Expansión de clonas. 

Conforme las clonas empezaron a crecer se les hizo ELISA 

cada tercer día para saber si se mantenían positivas. Las clonas 

se pasaron primero a botellas de cultivo de 25 cm2  (COSTAR), y 

luego en botellas de cultivo de 75 cm2  (COSTAR) para poder 

colectar la mayor cantidad de sobrenadante, asi como para 

cosechar suficientes células que se inyectarían a ratones para 

la producción de ascitis y para congelarlas con la finalidad de 

tener una reserva de clonas. 

IV.l.i. Producción de ascitis. 

La producción de ascitis se efectuó siguiendo básicamente 

la metodología de Harlow y Lane (1988). A tres ratones hembra 

BALB/c de seis semanas se les inoculó 0.5 ml de Pristan por vía 

intraperitoneal. Se dejaron reposar 14 días y se les inocularon 

intraperitonealmente 5-10 x 106  células de las clonas en PBS-Cl. 

A los tres o cuatro días se cosecha el líquido de ascitis en 

tubos estériles de 50m1 por punción de los ratones con una aguja 

estéril del No.18. Se centrifuga el líquido de ascitis colectado 

a 387xg y se congela el sobrenadante en alicuotas. 
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IV.l.j. Congelación de clonas. 

Las células en cultivo se pasaron a un tubo de centrífuga 

estéril, enfriado previamente en hielo, se tomó una alicuota para 

contarlas. Se centrifugaron a 387g durante 5 min en frío. Se 

resuspendieron golpeando el tubo levemente y se añadió 1.5 ml de 

una solución al 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) y 90% de suero 

fetal bovino por cada 6x106  células. Esta solución debe estar 

previamente en hielo. Las células en este medio se pasaron a 

viales especiales para congelación que también deben estar 

previamente en hielo. Se pusieron los viales en una caja de 

unisel y se dejaron toda la noche a -70 °C. Al día siguiente se 

pasaron al nitrógeno líquido (Harlow y Lane, 1988). 

IV.l.k. Purificación de anticuerpos. 

Con la finalidad de purificar los anticuerpos se utilizó una 

columna de Sepharosa-Proteína A (PHARMACIA) de la siguiente 

manera (modificado de Cuatrecasas, Wilchek y Anfinsen., 1968; 

Wilchek, Miron y Kohn., 1984): 50 ml de sobrenadante (SN) de las 

clonas se centrifugó a 387xg durante 5 min y se filtró en papel 

Wattaman 0.45 pm. Se le ajustó el pH a 8 con Tris 2 M pH 8.2. Se 

lavó la columna con Tris-salino (10 mM de Tris y 150 mM de NaCl) 

hasta pH 8. Se pasó el sobrenadante a través de la columna (50 

ml de SN/3 ml de columna) a un flujo de 0.4 ml/min. Se lavó 

primero la columna con 1 ml de Tris-salino, luego se lavó 

continuamente con la misma solución hasta que desapareció el 

color en la columna. Se eluyeron los anticuerpos con una solución 

de glicina 100 mM pH 3. Se colectaron en tubos que contenían 300 

pl de Tris 2 M, para neutralizar. Se leyeron las fracciones a 280 
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nm. Se lavó la columna con Tris-salino hasta p11 8 a fin de 

volverla a utilizar. Se dializó en PBS la fracción en la que se 

encontró la lectura mayor y se realizó electroforesis y western 

blot para confirmar que lo que se obtuvo fué anticuerpo y que 

este reconocía el mismo antígeno que el del sobrenadante de las 

clonas. 

IV.2. Caracterización del Antígeno Reconocido por los 

Anticuerpos Monoclonales. 

IV.2.a Western Blot. 

A fin de conocer el peso molecular aproximado del antígeno 

que es reconocido por el mAb, se hizo inmunoblot según técnicas 

de Towbin y Gordon (1979) y Burnette (1981), para lo cual se hizo 

electroforesis en minigel, según técnica de Laemmli (1970), en 

gel de poliacrilamida al 10%. Preparación de las muestras: Se 

pusieron en el primer carril del gel marcadores de peso molecular 

preteñidos (BIO-RAD), 5 41 por carril. Para el antígeno, en el 

carril preparativo, se calculó el volumen equivalente a 100 lig 

y se le agregó la misma cantidad de solución de muestra (sample 

buffer). Una vez transferidas las proteínas a papel de 

nitrocelulosa se bloqueó con albúmina al 1% y se incubaron con 

los sobrenadantes de las clonas seleccionadas por 2 hrs a 

temperatura ambiente con agitación. Como control positivo se 

utilizó suero de ratón hiperinmune contra el aislado Ninoa de T. 

cruzi diluido 1:2000 en PBS-Alb 1% y como control negativo un 

sobrenadante de hibridoma no relacionado. Luego de la incubación, 

se lavó tres veces con PBS-Tw 20 al 0.1%, diez minutos cada 
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lavado. Se puso luego el conjugado, que es un anti-anticuerpo 

unido a peroxidasa (ZYMED) diluido 1:2000 en PBS. Se incubó 2 hrs 

a temperatura ambiente con agitación. Se lavó como se describió 

y se agregó el substrato, para lo cual se pesó 0.5 mg/m1 de 

diaminobenzidina (SIGMA) más 0.02% de peróxido de hidrógeno, por 

ml de PBS. Se dejó reaccionar y se paró la reacción lavando las 

tiras de papel con agua destilada. 

IV.2.b. Tratamiento del antígeno con peryodato de sodio. 

Para determinar si el antígeno reconocido por el anticuerpo 

monoclonal podría consistir de carbohidratos, se llevó a cabo un 

ensayo que consistió en tratar al antígeno con peryodato de sodio 

en placas de ELISA. Se incubó el Ag (5mg/100µ1, por pozo) del 

aislado Ninoa en placas de ELISA de 96 pozos. Se lavaron las 

placas con una solución de acetato de sodio 50 mM pH 4.5 (en 

ácido acético 50 mM), y se agregaron 50 41 por pozo de las 

siguientes concentraciones de peryodato de sodio diluidas en 

acetato de sodio 50 mM pH 4.5: 20 mM, 10 mM, 5 mM, 2.5 mM y O mM. 

Se incubaron una hora a 25 °C, en obscuridad. Se lavaron una vez 

con solución de acetato de sodio 50 mM pH 4.5, y se añadieron 100 

ml por pozo de una solución de glicina al 1% en PBS; se incubó 

por 30 min a temperatura ambiente y se lavó tres veces con PBS. 

Se continuó la técnica como se reportó para ELISA. Además, se 

realizó western blot tratando el Ag con las mismas 

concentraciones de peryodato de sodio que en el ELISA (Woodward, 

Young y Bloodgood., 1985). 
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IV.2.c. Tratamiento del antígeno con proteasas. 

Con el fin de conocer si el epítopo reconocido por los 

anticuerpos monoclonales era un determinante proteico se procedió 

a tratarlo con diferentes proteasas: tripsina (BOEHRINGER) (100 

4g de Ag + 3.6 unidades de tripsina en 100 41 de Tris), Pepsina 

(SIGMA) (100 4g de Ag 4 unidades de pepsina en 100 41 de Tris), 

Proteinasa K (SIGMA) (100 4g de Ag + 0.1 unidades de proteinasa 

K en Tris). Las muestras se incubaron 1 hora a 25 °C, para luego 

analizarlas por western blot. 
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V. RESULTADOS 

V.1. Fusiones. 

Se realizaron un total de cuatro fusiones, obteniéndose 

solamente crecimiento de hibridomas en las fusiones tres y 

cuatro. En la tercera fusión se obtuvieron 68 pozos positivos, 

de los cuales, después de hacerles un seguimiento por medio de 

5 pruebas de ELISA, sólo continuaron con buen crecimiento y con 

una buena producción de anticuerpos los hibridomas 2B6, 2F10 y 

4C5. Con respecto a la cuarta fusión, se obtuvieron 52 

hibridomas, después de darles seguimiento por medio de 3 pruebas 

de ELISA, se eligieron los hibridomas 1C2, 1D3, 4F11 y 4B4 para 

seguirlos creciendo (Tabla I). 

A los hibridomas de la fusión tres, se les pasó a placa de 

24 pozos para expandir su crecimiento. Una vez que las colonias 

empezaron a expandirse, se colectó sobrenadante para determinar 

el isotipo de la Ig, dando como resultado que las tres clonas de 

hibridomas producían el isotipo IgGl. Se procedió luego a clonar 

los tres diferentes hibridomas. Según resultado del seguimiento 

por ELISA se obtuvieron positivas CIG6 (proveniente de 2B6) y 

CIIIC5 (proveniente de 2F10); del hibridoma 4C5 no se obtuvieron 

clonas positivas. La clona CIIIC5 se congeló y únicamente se 

reclonó la obtenida para 2B6. De la reclonación de 2B6, se 

obtuvieron 38 clonas positivas de las cuales se escogieron diez 

por su mejor rendimiento, a las cuales se les volvió a hacer 

ELISA para isotipos dando como resultado que todas producian el 

isotipo IgGl (Tabla II). Con respecto a la cuarta fusión, se 
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clonaron los hibridomas 1C2, 1D3, 4F11 y 4B4. De éstas, solo 

crecieron las clonas provenientes del hibridoma 4F11, las cuales 

se reclonaron y se escogieron ocho subclonas, debido a su buen 

crecimiento, para expandirlas y hacerles ELISA para isotipos 

donde se determinó que todas producían el isotipo IgM. (Tabla 

III). 

TABLA I. HIBRIDOMAS OBTENIDOS EN LAS FUSIONES CON 

CELULAS DE BAZO DE RATONES INMUNIZADOS CON T. cruzi. 

Resultados de diferentes pruebas de ELISA (0.D.) 

1 2 3 4 5 

Fusión 3 2B6 0.29 0.27 0.41 0.72 0.75 

2F10 0.41 0.30 0.97 0.82 0.34 

4C5 0.21 0.23 0.28 0.91 0.83 

Control + 1.05 1.10 1.02 1.52 1.4 

Control - 0.11 0.14 0.10 0.23 0.12 

Fusión 4 1C2 1.44 0.40 1.16 

1D3 0.81 0.77 0.95 

4F11 1.95 1.33 1.48 

4B4 1.37 1.18 0.45 

Control + 2.13 1.82 1.51 

Control - 0.31 0.12 0.15 

Tabla I. Resultados de cinco diferentes pruebas de ELISA de los 
hibridomas producidos en las fusiones 3 y 4. El control negativo 
es suero de ratón antes de ser inmunizado, y el control positivo 
es suero de ratón inmunizado con extracto total del aislado Ninoa 
de P. cruzi. Las placas se leyeron a 490 nm. 
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TABLA II. SUBCLONAS E ISOTIPO PROVENIENTES DEL HIBRIDOMA 2B6 

CLONAS 	ISOTIPO 	ELISA 

1) 1135 IgG1 0.411 

2) ID5 IgG1 0.423 

3) IC10 IgG1 0.420 

4) II1C7 IgG1 0.400 

5) II1C8 IgG1 0.409 

6) IVC3 IgG1 0.411 

7) IVD5 IgG1 0.434 

8) VB6 IgG1 0.439 

9) VC3 IgG1 0.408 
I 

1 10) VID2 IgG1 0.402 

Control + ND 0.706 

i Control - ND 0.089 
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TABLA III. CLONAS E ISOTIPO PROVENIENTES DEL HIBRIDOMA 4F11 

CLONAS ISOTIPOS ELISA 

1) 5810 IgM 1.162 

2) 5D2 IgM 2.275 

3) 5D4 IgM 2.142 

4) 5E2 IgM 1.874 

5) 5F3 IgM 2.048 

6) 5G5 IgM 1.333 

7) 5F11 IgM 1.933 

8) 6B2 IgM 1.949 

Control + ND 0.657 

Control - ND 0.146 
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V.2. Determinación del Peso Molecular del Antígeno Reconocido por 

los Anticuerpos Monoclonales. 

Con el fin de determinar el peso molecular aproximado del 

antígeno que reconocían los mAbs producidos por las clonas 

provenientes del hibridoma 2B6, se procedió a hacer western blot 

utilizando antígeno total del aislado Ninoa de T. cruzi. En este 

experimento se observó que todas ellas reconocían una banda de 

	apraximadamente_411-  45  KD a CEig-1.)  .  

PM (kDa) 
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— 80 

— 49.5 

— 32.5 

Fig.l. Determinación del peso molecular del antígeno reconocido 
por los anticuerpos monoclonales producidos por las subclonas 
provenientes de la clona 2B6. Carriles: 1) Antígeno total de 
Ninoa, 2) Suero de ratón no inmunizado, 3) Sobrenadante de las 
subclonas: II1C7, 4) II1C8, 5) VC3, 6) VB6, 7) IB5, 8) ID5, 9) 
IC10, 10) IVC3, 11) IVD5 y 12) VID2. El blot fué revelado con 
diaminobenzidina. Los pesos moleculares se indican a la derecha. 
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ANEXO No. 1: Western blot donde se muestran dos de las subclonas de 
2B6 probadas con otro suero de ratón no inmunizado. 
Carriles: 1) Antígeno total de Ninoa, 2) Suero de ratón no inmunizado, 3) 
Sobrenadante de la subclona 1135 y 4) Sobrenadante de la subclona 1C1 O. 
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Debido a que todas estas clonas eran producto de al menos 

tres reclonaciones, que todas las clonas producían el mismo 

isotipo IgG1 y que todas reconocían el mismo antígeno de 40-45 

kDa, pensamos que probablemente las 10 subclonas provenientes de 

de la clona 286 son semejantes, por lo que procedimos a trabajar 

con ellas indistintamente. 

Según resultados obtenidos en western blot, los mAbs de las 

clonas provenientes del hibridoma 4F11 reconocen antígenos del 

extracto Ninoa de entre 20 kDa y 80.5 kDa (Fig.2). Estas clonas 

se expandieron y luego se congelaron. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Fig.2. Western blot para determinar el peso molecular del 
antígeno reconocido por los mAbs de las subclonas provenientes 
de la clona 4F11. Carriles: 1) Antígeno total de Ninoa, 2) Suero 
de ratón no inmunizado, 3) Sobrenadante de la clona 5E2, 4) 6B2, 
5) 5B10, 6) 5F11, 7) 5F3, 8) 5D2, 9) 5D4 y 10) 5G5. El blot fué 
revelado con diaminobenzidina. 
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V.3. Purificación de Anticuerpos. 

A partir de sobrenadante se purificó anticuerpo monoclonal 

de la clona 2B6 por medio de una columna de Sepharosa-Proteina 

A. Las proteínas eluídas de la columna se corrieron en gel de 

poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras para comprobar 

su pureza. Se encontraron dos bandas, una de aproximadamente 50 

kDa y la otra de aproximadamente 25 kDa, lo que corresponde al 

peso reportado de las cadenas pesadas y ligeras de las 

inmunoglobulinas clase IgG (Fig.3). 

1 2 

Fig.3. Gel de poliacrilamida del anticuerpo monoclonal producido 
por las subclonas de 2B6 purificado por cromatografía de afinidad 
en columna de Sepharosa-proteína-A. Carriles: 1) Control 
positivo, anticuerpo monoclonal IgG no relacionado. 2) Anticuerpo 
monoclonal purificado de las subclonas de 2B6. 
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Con el fin de verificar si el mAb purificado era capaz de 

reconocer todavía al Ag, se probó su reactividad con el antígeno 

por medio de western blot. Se observó que el mAb purificado 

reconoció una banda del mismo peso molecular que el obtenido con 

sobrenadante de las clonas antes de ser purificado. Por lo tanto 

podemos decir que el anticuerpo no perdió su especificidad luego 

de ser purificado (Fig.4). 

3 

Fig.4. Western blot de anticuerpo monoclonal purificado. 
Carriles: 1) Suero de ratón inmunizado con Ninoa, 2) Suero de 
ratón no inmunizado, 3) Sobrenadante de las subclonas de 2B6 
antes de purificar, 4) Anticuerpo monoclonal purificado. 
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V.4. Identificación del Antígeno Reconocido por el Anticuerpo 

Monoclonal en Diferentes Aislados de T. cruzi. 

Para determinar si el anticuerpo reconocía el mismo antígeno 

en otros aislados de T. cruzí diferentes al aislado Ninoa que se 

uso para su producción, se hizo western blot con extracto de 

epimastigotes de los siguientes aislados: Jalisco C4, Querétaro, 

Yucatán H1, Yucatán Z21, Silvio y Ninoa (Extracto elaborado por 

congelación-descongelación). Todos los extractos se usaron a la 

misma concentración. Como se observa en la figura 5, el 

anticuerpo monoclonal reconoció al antígeno de 40-45 kDa en los 

aislados Querétaro y Ninoa. El extracto de Ninoa, elaborado por 

congelación-descongelación, también mostró la misma banda, por 

lo que el antígeno es reconocido a pesar del método que se 

utilizó para la preparación del extracto de tripanosoma. 

V.5. Presencia del Antígeno de 40-45 kDa en otros 

Parásitos. 

Con el fin de determinar si el anticuerpo monoclonal 

proveniente de las subclonas de 2B6 reconocía antígenos de otros 

parásitos, se procedió a realizar western blot con extractos 

totales, con la misma concentración de proteínas, de los 

siguientes parásitos: Leishmanía sp., Toxoplasma gondií (cepa 

Wiktor), Taenia crassiceps y Entamoeba histolytica (aislado HM1-

IMSS). Como se muestra en la figura 6 en ninguno de estos 

extractos se detectó al antígeno de 40-45 kDa. 
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Fig.5. Western blot con el anticuerpo monoclonal de las subclonas 
de 2B6 utilizando diferentes aislados de T. cruzi. Carriles: 1) 
Suero de ratón sin inmunizar, 2) Yucatán Z21, 3) Silvio, 4) 
Jalisco C4, 5) Ninoa (sonicación), 6) Yucatán H1, 7) Ninoa (cong-
descong.) y 8) Querétaro. 
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Fig.6. Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal producido 
por las subclonas de 2B6 contra diferentes extractos 
parasitarios. Carriles: 1) T. cruzi, aislado Ninoa. 2) Toxoplasma 
gondií, aislado Wiktor, 3) Leishmania sp. 4) Entamoaeba 
histolytica, aislado HM1-IMSS. 5) Taenia crassiceps y 6) Suero 
de ratón sin inmunizar. Blot revelado con Diaminobenzidina según 
material y métodos. 
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V.6. Detección del Antígeno 40-45 kDa en Sobrenadante de 

Cultivo de T. cruzi. 

Con el fin de determinar si el antígeno reconocido en el 

extracto por el anticuerpo monoclonal de las subclonas de 2B6 

también se encuentra en el sobrenadante de cultivo de 

epimastigotes del aislado Ninoa, se realizó western blot 

utilizando como Ag sobrenadante concentrado de cultivo de T. 

cruzi tomado una hora después de incubar los parásitos en medio 

LIT sin suero a 4 °C. El anticuerpo reconoció un antígeno de 40-

45 kDa en el sobrenadante (Fig.7). 

PM (kDa) 

1 3 

Fig.7. Western blot de anticuerpo monoclonal de las subclonas de 
2B6 probado contra sobrenadante de cultivo de aislado Ninoa de 
T. cruzi. Carriles: 1) Suero de ratón sin inmunizar, 2) Extracto 
total Ninoa, 3) Sobrenadante de cultivo de Ninoa y 4) Medio de 
cultivo sin parásitos. Slot revelado con Diaminobenzidina. 
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V.7. Detección del Antígeno de 40-45 kDa en Extracto de 

Tripomastigotes. 

Con el fin de determinar si el antígeno de 40-45 kDa estaba 

presente en extractos de tripomastigotes del aislado Ninoa, se 

realizó western blot con los anticuerpos provenientes de las 

subclonas de 2B6 obteniéndose un resultado negativo (Fig.8). 

V.8. Determinación de la Naturaleza Química del Epítopo 

Reconocido por el Anticuerpo Monoclonal. 

V.8.a. Tratamiento del antígeno con peryodato de sodio. 

Con la finalidad de saber si el epítopo reconocido por 

nuestro mAb era una glicoproteína se procedió a hacer ELISA y 

western blot del extracto tratado con diferentes concentraciones 

de peryodato de sodio (Fig. 9). Los resultados de estos 

experimentos mostraron que aparentemente el determinante 

antigénico no es un carbohidrato y que posiblemente el antígeno 

reconocido sea de naturaleza proteica. 
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Fig.8. Western-blot con anticuerpo monoclonal probado contra 
extracto total de tripomastigotes de Ninoa de T. cruzi. Carriles: 
1) Suero de ratón sin inmunizar, 2) Extracto de tripomastigotes 
y 3) Extracto de epimastigotes. 
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Fig.9. Western blot de antígeno de 40-45 kDa tratado con 
peryodato de sodio. Carriles: 1) Antígeno tratado con 20mM, 2) 
10mM, 3) 6mM, 4) 2.5mM, 5) Antígeno sin tratar, 6) Extracto total 
sin tratar contra suero de ratón inmunizado, 7) Extracto total 
tratado con 10mM de peryodato de sodio contra suero de ratón 
inmunizado y 8) Extracto total contra un anticuerpo monoclonal 
no relacionado. 
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V.8.b. Tratamiento del antígeno con proteasas. 

Con el fin de determinar el efecto de proteasas sobre el 

epítopo de 40-45 kDa, identificado por el anticuerpo monoclonal, 

el extracto total se trató con Tripsina, Pepsina, Proteinasa K. 

Según el resultado del western blot y como se puede apreciar en 

la fig. 10, la proteinasa K digirió completamente al determinante 

antigénico y no hubo reconocimiento. En cambio, el tratamiento 

con tripsina, provocó una disminución de la intensidad de la 

banda detectada por el monoclonal, lo que podría significar que 

el determinante antigénico fué digerido parcialmente por la 

tripsina. La pepsina provocó una digestión parcial del antígeno 

ya que aparecieron dos bandas de diferente peso molecular en el 

western blot con el anticuerpo monoclonal sin que el determinante 

antigénico sufriera cambios aparentes (Fig.10). En su conjunto 

estos datos sugieren que el epítopo reconocido por el anticuerpo 

monoclonal es de naturaleza proteica. 

60 



PM (kDa) 

—96.5 
—66.2 
— 45 
—31 

1 4 5 

Fig.10. Efecto de proteasas sobre el antígeno de 40-45 kDa. Este 
blot fué hecho con un gel de poliacrilamida al 20%. Carriles: 1) 
Antígeno sin digerir, 2) Antígeno digerido con tripsina, 3) 
Antígeno digerido con pepsina, 4) Antígeno digerido con 
proteinasa K y 5) Suero de ratón no inmunizado. 
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VI. DISCUSION 

Por medio de un anticuerpo monoclonal hemos podido localizar 

un antígeno de aproximadamente 45 kDa en extractos de epimastigotes 

de la cepa Ninoa y Querétaro de T. cruzi. Se han encontrado al 

menos otros dos antígenos de aproximadamente 45 kDa en T. cruzi; 

uno fué identificado con el mAb 10D8 y es un antígeno de membrana 

que participa en la invasión celular y sólo se ha encontrado en 

tripomastigotes metacíclicos (Ramírez et a/., 1993). El otro es un 

antígeno polipeptídico llamado Tc45, importante en la infección 

porque parece ser secretado al medio y se localiza en el citoplasma 

de epimastigotes y tripomastigotes (Ramos et al., 1991). 

Se ha descrito otro antígeno de T. cruzi llamado Factor 

Inmunosupresor del Tripanosoma (TIF) que tiene un peso molecular 

aún no determinado exactamente, pero que se encontraría entre los 

30 y 100 kDa. Al parecer, se trata de una proteína que es secretada 

al medio por tripomastigotes y sería la causante de una forma de 

inmunosupresión en la infección con T. cruzí (Sztein y 

Kierszenbaum, 1993). 

El anticuerpo monoclonal aquí caracterizado, tiene en común 

con el TIF y el Tc 45 el peso molecular aproximado de 45 kDA. 

Restaría por investigar más a fondo si el antígeno que reconoce 

nuestro anticuerpo monoclonal es exclusivamente un polipéptido y si 

se trata de un antígeno citoplasmático que pudiera estar siendo 

secretado al medio. 

El antígeno de 45 kDa solo pudo ser localizado en extractos 

62 



totales de epimastigotes de los aislados Ninoa y Querétaro; en los 

aislados de Yucatán, Jalisco y Silvio proveniente de Brasil, no fué 

posible detectarlo. Esto podría coincidir, a pesar de las 

limitaciones, con algunos otros datos que señalan que los aislados 

de la región central de la República Mexicana serían más homogéneos 

en algunas de sus características, y por tanto se considerarían 

evolutivamente más cercanos entre sí que con respecto a los 

aislados de Yucatán y de Sud-América (Zavala-Castro et al., 1992). 

El hecho de que el epítopo reconocido por nuestro anticuerpo 

monoclonal no estuviera presente en todos los aislados de T. cruzi 

probados, podría significar que no es posible utilizarlo para 

inmunodiagnóstico, sin embargo esto no implica necesariamente que 

el antígeno no se encuentre presente en todos ellos, el antígeno 

podría ser parecido y el epítopo diferente. Serían necesarios más 

experimentos para poder concluir que nuestro anticuerpo monoclonal 

no puede ser utilizado en inmunodiagnóstico. Una ventaja para este 

fin lo representa el que este mismo antígeno no se encontró en 

otros parásitos. 

Por otro lado, el inmunizar con extractos totales del parásito 

tiene ventajas y desventajas. Entre las primeras se encuentra la 

posibilidad de identificar antígenos que en una infección in vivo 

no sean fáciles de detectar por estar de alguna manera "ocultos" a 

los anticuerpos y al hacer el extracto queden al descubierto. Otra 

ventaja es que un extracto antigénico no produciría una 

inmunosupresión como sucede a partir de una infección con parásitos 

vivos que provoca una deficiente respuesta inmune por parte del 
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huesped. Entre las desventajas, se encontraría el hecho de que al 

ser la respuesta inmunológica diferente en una inmunización con 

extractos que en una infección con parásitos vivos, los antígenos 

que se detectan con el extracto total pueden no tener reelevancia, 

por ejemplo, en la infección o en el ciclo de vida del parásito. 

En este trabajo en particular, tenemos la desventaja, para 

fines del estudio de la infección, de haber trabajado con antígeno 

de epimastigotes los que, como se describió, no son la etapa 

infectiva del tripanosoma. Sin embargo, la ventaja es que los 

epimastigotes son más fáciles de cultivar y se puede obtener buena 

concentración de antígenos que, para fines de caracterizar a los 

aislados mexicanos, nos son muy útiles. 

Sobre el anticuerpo monoclonal proveniente de la clona 4F11, 

que también fué producido en este trabajo, no se caracterizó 

completamente debido a que reconocía antígenos de peso molecular de 

entre 20 y 80.5 kDa, lo que puede ser debido a diferentes causas 

como sería que el anticuerpo reconociera antígenos que tuvieran un 

epítopo similar o que tengamos probablemente una reacción cruzada 

con varias proteínas. 

VII. CONCLUSIONES. 

En base a los resultados experimentales de este trabajo se 

concluye que: 

I) Se obtuvo un anticuerpo monoclonal específico de T. cruzi de la 

clase IgGl. 
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II) El peso molecular del antígeno reconocido por el anticuerpo 

monoclonal es de aproximadamente 45 kDa. 

III) Este antígeno de 45 kDa, es al parecer secretado o excretado 

al medio, ya que fué posible encontrarlo en sobrenadante de un 

cultivo de epimastigotes del aislado Ninoa. 

IV) El epítopo reconocido por el anticuerpo monoclonal en el 

antígeno de 45 kDa se encontró presente sólo en extractos de 

epimastigotes de T. cruzi de los aislados Querétaro y Ninoa, y 

ausente en los aislados Yucatán Z21, Yucatán H1, Jalisco C4 y 

Silvio. 

V) El anticuerpo monoclonal no presentó reacción cruzada con otros 

parásitos como Leishmania sp., Entamoaeba histolytica (aislado HM1-

IMSS), Toxoplasma gondii (aislado Wiktor) y Taenia crassiceps. 

VI) El epitopo reconocido por este anticuerpo monoclonal en el 

antígeno 45 kDa, es al parecer una proteína, ya que el 

reconocimiento por el anticuerpo es sensible al tratamiento por 

proteasas y no así al de peryodato de sodio. 

Como se puede ver, la producción de anticuerpos monoclonales, 

en este caso contra T. cruzi, nos abre una serie de posibilidades 

para el estudio de este parásito, por lo que la conclusión más 

importante de este trabajo es la de habernos dotado de una 

herramienta que nos servirá para el avance de la investigación de 

T. cruzi en México. 
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VIII. PERSPECTIVAS 

Para que se pueda ir perfilando un esquema más adecuado de las 

relaciones entre los diferentes aislados mexicanos de T. cruzi hace 

falta, entre otros estudios, que se continúe con la búsqueda de más 

antígenos por medio de anticuerpos monoclonales. Además, no 

olvidemos que en su mayoría los antígenos representan proteínas 

codificadas por genes específicos, por lo que un objetivo en la 

búsqueda de antígenos debería ser el de tener un panorama genético 

de los aislados mexicanos de T. cruzi. 

Este trabajo puede continuarse por varias vías, por un lado 

para detectar el antígeno en el tripanosoma es necesario realizar 

ensayos de inmunofluorescencia y de microscopia electrónica. Por 

otro lado es necesario purificar el antígeno de 45 kDa que es 

reconocido por el anticuerpo monoclonal, esto nos pemitiría 

determinar, por un lado, si en el suero de ratones infectados con 

los aislados Querétaro y Ninoa existen anticuerpos contra este 

antígeno y por otro lado, si en el suero de pacientes con Chagas se 

generan anticuerpos que lo reconozcan. Estos dos puntos nos 

permitirían determinar si el antígeno de 45 kDa es reconocido en 

una infección, además de los extractos antigénicos. 

Por otro lado, si tenemos el antígeno purificado se puede 

secuenciar el extremo amino terminal de la proteína y comparar su 

secuencia con la de alguna otra que ya haya sido reportada a fin de 

determinar posibles homologías. Además, teniendo parte de la 

secuencia de la proteína se puede aislar el gen que la está 

66 



codificando y con ello se puede buscar este mismo gen en otros 

aislados de T. cruzi. También es posible realizar mutagénesis 

dirigida en el gen para determinar la posible función del antígeno. 

Aunado a lo anterior, es posible con el anticuerpo monoclonal 

purificado estudiar si es capaz de bloquear ya sea la infección in 

vitro de células por T. cruzi, o si este anticuerpo puede in vitro 

de alguna manera promover la destrucción del parásito, ya sea por 

medio de ensayos con complemento o por fagocitosis. Para verificar 

si este antígeno de 45 kDa es o no el TIF o el Tc45, se podría 

hacer contacto con los laboratorios involucrados a fin de 

intercambiar, por ejemplo, los anticuerpos monoclonales o los 

antígenos y de esta manera realizar experimentos conjuntos. 
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