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1. RESUMEN 
 
La enfermedad de Chagas, cuyo agente etiológico es Trypanosoma cruzi, es una 

amenaza permanente para una cuarta parte de la población de América Latina. Su 

diagnóstico se realiza principalmente por la detección de anticuerpos en suero, por 

lo que es importante realizar extracciones antigénicas para emplearlas con un 

estricto control de calidad con técnicas serológicas que sean sensibles, 

específicas y estables. Con esta finalidad, en el presente trabajo se evaluó la 

calidad proteica y reactividad de extractos antigénicos para la detección de la 

infección por T. cruzi en presencia de inhibidores de proteasas durante un año; 

determinando así su efectividad para el manejo y conservación de extractos 

antigénicos con fines diagnósticos. 

 

Los extractos se obtuvieron de una cepa aislada y caracterizada previamente  

(Aguilar, 2004), la extracción antigénica se realizó según la metodología descrita 

por Bucio en 1999. El extracto antigénico se dividió en 3 lotes: sin inhibidores de 

proteasas, con PMSF y con una combinación de inhibidores (AEBSF, EDTA, 

Bestatina, Pepstatina A y E-64). Las evaluaciones de concentración y composición 

proteica se realizaron por el método de Lowry y electroforesis en geles de 

poliacrilamida. La reactividad antigénica se evaluó con la técnica de ELISA 

indirecta y Electroinmunotransferencia (Western-blot) con sueros reactivos y no 

reactivos a T. cruzi y a Leishmania mexicana a los 30, 90, 180, 270 y 360 días. 

 

Los tres lotes tratados mostraron reactividad a sueros positivos a T. cruzi en 

Western-blot y ELISA sin cruce inmunológico con sueros positivos a L. mexicana. 

El lote tratado con PMSF presentó la menor concentración proteica, al año se 

habían perdido el 50% de sus componentes y su reactividad no presentó 

diferencias con el tratamiento sin inhibidores. El lote tratado con la combinación de 

inhibidores mostró una mayor concentración proteica, los componentes detectados 

en la electroforesis se conservaron a lo largo del año aunque con cierta 

disminución en la relevancia observada inicialmente. Llama la atención que con la 

prueba de ELISA indirecta conservó buena reactividad, a diferencia de los lotes 
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tratados con PMSF y sin inhibidores, por lo que el empleo de la combinación de 

inhibidores se propone como una buena alternativa para prolongar la vida de 

anaquel de estos reactivos antigénicos. 
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2. ENFERMEDAD DE CHAGAS 
 
La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, cuyo agente etiológico es 

T. cruzi, se reportó por primera vez en 1909 por Carlos Chagas en Brasil. (Chagas, 

1909). 

La infección humana se distribuye únicamente en el Continente Americano, desde 

el sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile. En 2002 la 

Organización Mundial de la Salud (WHO, 2002) estimó que en América Latina, 

existen entre 11 y 18 millones de personas infectadas, ocasionando 

aproximadamente 13 000 muertes por año y que cerca de 100 millones se 

encuentren en riesgo de adquirir la infección. Para el año 2000 Schofield estimó que 

en México existe una seroprevalencia de 540 mil casos, con 10,854 nuévos por año. 

Diversos estudios realizados en el país señalan una distribución heterogénea de la 

infección con seroprevalencias entre el 5 y 20 % en el área rural (Dumonteil, 

1999). 

 

En México, existen todos los factores para que la cadena epidemiológica se lleve a 

cabo, como son la presencia del transmisor en todos los estados de la republica 

mexicana y a todas las altitudes (Tay, 1980; Salazar-Schetino, 1983), las precarias 

condiciones de vivienda en las zonas rurales, así como la presencia de 

Trypanosoma cruzi con virulencias y trópismos variados.  
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2.1 AGENTE ETIOLÓGICO 
 
2.1.1 Ubicación taxonómica (Levine, 1989)  
 

Reino   Protista 

       Subreino   Protozoa 

            Phylum  Sarcomastigophora 

                Subphylum  Mastigophora 

                      Clase   Zoomastigophorea 

                           Orden   Kinetoplastida 

                               Familia   Trypanosomatidae 
                                   Género   Trypanosoma 

                                        Especie   Trypanosoma cruzi  (Chagas 1909) 

 

El Trypanosoma cruzi presenta tres formas de importancia biológica: 

 

a) Amastigote: es la forma tisular intracelular del mamífero, se reproduce por fisión 

binaria longitudinal, se presenta como una estructura esférica de 2-4 μm, no presenta 

flagelo libre, el núcleo es muy aparente y el cinetoplasto tiene forma de bastoncillo 

(Haro, 1995). Estudios realizados con amastigotes in vitro muestran que pueden ser 

infectivos para células de vertebrados (Carvalho, 1986; Ley, 1990) 

 

b) Epimastigote: presenta forma oval alargada que mide entre 20 y 40 μm de largo. 

El cinetoplasto se localiza anterior y sobre el núcleo, el flagelo emerge del cinetoplasto 

y forma una pequeña membrana ondulante antes de salir por la parte anterior del 

parásito. Esta forma se puede observar en medios de cultivo, en el intestino del 

transmisor donde se multiplica para dar paso a la fase infectiva y como forma 

transicional  entre amastigotes y tripomastigotes en el huésped vertebrado (Meyer , 

1948; De Souza, 2002). 

 

c) Tripomastigote: tiene cuerpo alargado en forma de "S" o "C", mide 

aproximadamente 25 μm de largo y 2 μm de ancho, presenta un núcleo muy 

aparente en la parte media del cuerpo, una membrana ondulante y el cinetoplasto 
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posterior al núcleo, en el extremo posterior del parásito. A partir del cinetoplasto 

emerge la membrana ondulante que recorre al parásito a lo largo del cuerpo saliendo 

libre en la porción anterior en forma de flagelo para moverse activamente como un 

látigo. El tripomastigote puede ser sanguíneo cuando se encuentra en el torrente 

circulatorio del vertebrado y metacíclico si se encuentra en la ampolla rectal y heces 

del transmisor, así como en la fase estacionaria en cultivos (De Souza, 2002) (figura 

1). 

 

 
 

  

  

  

  

 

 

Figura 1- Fases de Trypanosoma cruzi 

C - cinetoplasto M - mitocondria RE - retículo endoplásmico N – núcleo 

G - aparato de Golgi  MT – microtúbulos F- flagelo 
Cortesía: Dra Paz Maria Salazar Schettino 

 

 
2.1.2 Ciclo de vida 
 

El ciclo biológico (figura 2) comienza cuando el huésped invertebrado (triatomino 

transmisor) ingiere sangre con tripomastigotes de un vertebrado infectado. En el 

estómago del insecto, los tripomastigotes sanguíneos se transforman en 

epimastigotes y algunos en formas redondeadas. En el intestino, los epimastigotes 

se dividen repetidamente por fisión binaria y se adhieren a las células intestinales por 

hemidesmosomas (Zeledón, 1997); ya en el recto una cierta proporción de los 

epimastigotes se transforman en tripomastigotes metacíclicos, los cuales son 

eliminados en las heces y tienen la capacidad de infectar células de vertebrados (De 

Souza, 2002). 
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Al picar a un huésped sano, el triatomino defeca sobre él y a través de la piel o 

mucosa, penetran las formas infectantes. 

 

Dentro del mamífero, los tripomastigotes se adhieren a la superficie de las células, 

desatando una cascada de señalización en la célula huésped que provoca el 

reclutamiento y fusión de lisosomas con la membrana plasmática, generando una 

vacuola parasitófora. Los parásitos son liberados dentro de la célula, saliendo de la 

vacuola; diferenciándose en amastigotes y comenzando la fase de división (Burleigh 

B, Woolsey A, 2002). Su multiplicación continúa y posteriormente se da la 

transformación a tripomastigotes; durante este proceso ocurren cambios en la 

organización de la célula y en su tamaño que se incrementa de 1 a 20 μm.  

 

Al finalizar la etapa intracelular del ciclo, se incrementa el movimiento de los 

parásitos que ahora tienen un flagelo largo, contribuyendo a la ruptura de la célula 

huésped y la liberación de los parásitos, que tienen la capacidad de infectar otras 

células del mamífero (De Souza W, 2002). 

 

El parásito tiene la capacidad de invadir cualquier célula del organismo, siendo más 

afectadas, las del músculo cardiaco, esquelético, músculo liso del aparato digestivo y 

sistema nervioso central.  
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Figura 2 
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2.2 VECTORES 
2.2.1 Ubicación Taxonómica 
 

Clase Hexapoda (Borror, 1992) 

 Orden Hemiptera 

  Familia Reduviidae 

   Subfamilia Triatominae 

Los triatominos están distribuidos a través del continente americano y algunas islas 

del Caribe entre los 40º de latitud norte y 46º de latitud sur.   

 

2.2.2 Biología e importancia 
 

Los triatominos al igual que todos los hemipteros, son hemimetábolos. Su desarrollo 

contempla las fases de huevo, 5 estadios ninfales y adulto. Los estadios ninfales se 

diferencian del adulto en que carecen de alas y son sexualmente inmaduras. La 

mayoría de las especies completan su ciclo entre 5 y 12 meses en condiciones 

óptimas. El tamaño del adulto varía dependiendo de la especie en un rango de 5 a 45 

mm. Son de origen silvestre; la invasión del hábitat de estos insectos por el ser 

humano ha favorecido la adaptación de algunas especies a las áreas donde el 

hombre realiza sus actividades. Su eficacia como transmisores depende de diversos 

factores como son: grado de adaptación al domicilio humano, preferencias 

alimenticias, metaciclogenia y tiempo de defecación después de la alimentación 

(UNAM-SSA, 2002). 

 

México es considerado como el país latinoamericano que más población de 

triatominos tiene (figura 3), se han reportados siete géneros: Belminus, 

Dipetalogaster, Eratyrus, Panstrongylus, Paratriatoma, Rhodnius y Triatoma 

distribuidos en todos los estados. Las especies de mayor importancia médica 

pertenecen al género Triatoma del cual se han reportado 24 especies (Salazar 

Schettino, 1988, Carcavallo, R, 1999). 
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Figura 3 
Algunos triatominos transmisores de T. cruzi en México 

Cortesía: M. en C. Margarita Cabrera Bravo 

 

 

2.3 MECANISMOS DE INFECCIÓN 
 
La infección en el humano puede ser adquirida por diversos mecanismos, el más 

importante es la forma natural por medio del insecto hematófago infectado (Chagas 

rural). Otros mecanismos son la transmisión por transfusión de sangre o de los 

componentes sanguíneos y la transmisión por transplantes de órganos (Chagas 

urbano), la transmisión vertical de la madre al producto (connatal)  por las vías 

trasplacentaria, neonatal y por ingestión de leche materna (Blanco, 2000). Otras 

formas de infección son los accidentes en laboratorio, la ingestión de artrópodos 

infectados, de carne cruda o insuficientemente cocida de reservorios y de alimentos 

o bebidas contaminadas con materia fecal de triatominos o con orina o secreciones 

de las glándulas anales y heces de marsupiales infectados los que han sido descritos 

como mecanismos particularmente raros (Wendel, 1992).  
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2.4 CUADRO CLÍNICO 

 

En la evolución de la enfermedad de Chagas se han descrito tres fases: aguda, 

indeterminada y crónica.  

 

Aproximadamente el 70% de los individuos infectados cursan asintomáticos en la 

fase aguda y menos del 5% presentan las manifestaciones clínicas patognomónicas 

como son el signo de Romaña-Mazza (figura 4) y chagoma de inoculación. Las 

manifestaciones sistémicas descritas son fiebre vespertina de 38° C, taquicardia, 

adenitis, linfangitis, hepato-esplenomegalia, astenia, diaforesis, hiporexia, cefalea, 

mialgias y artralgias (Prata, 1994). Su duración es de 8 semanas posteriores a la 

infección. La enfermedad aguda es mortal aproximadamente en el 1% de los 

pacientes, causada por miocarditis aguda o meningoencefalitis, afecta principalmente 

a ancianos y niños (infectados durante el primer año de vida), siendo casos raros y 

muy severos. 

  

La fase indeterminada, ha sido descrita como el periodo en el que el paciente no 

presenta síntomas ni signos aparentes de la enfermedad. 

 

La fase crónica se presenta después de 10 a 20 años de la infección. En Brasil, 

aproximadamente el 30% de los infectados desarrollan lesiones, de éstos, el 27% 

presentan signos y síntomas cardíacos (miocardiopatía), el 6% digestivos, 

principalmente en esófago y colon (megas) y el 3% en el sistema nervioso periférico 

(Moncayo A., 1997) (Figura 5). 
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Figura 4 
Signo de Romaña 

Cortesía: Dra. Paz Maria Salazar Schettino 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

a  b c 
Figura 5 

Fase crónica 
a) miocarditis b) megaesofago c) megacolon 

Cortesía: Dra Paz Maria Salazar Schettino 
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2.5 PATOGENIA 
 

Trypanosoma cruzi produce lesiones por diferentes mecanismos patogénicos 

relacionados con factores que determinan la evolución de la infección y dependen 

fundamentalmente del parásito y el huésped; los principales factores se señalan en la 

Tabla 1 (Tafuri WL, 1987). 

 

Tabla1 
Principales factores relacionados con la patogenia 

 

Parásito Huésped 

inóculo 

polimorfismo 

tropismo 

virulencia 

constitución antigénica 

 

respuesta inmune 

estado nutricional 

constitución genética  

especie 

edad 

raza 

infecciones 

sexo 

temperatura 

dieta 

 

Los parásitos muestran características biológicas distintas, por lo que, algunos 

investigadores definen diferentes tipos de cepas con base en su morfología, 

parasitemia, índice de multiplicación, tropismo y patogenicidad en el ratón. Las cepas 

más virulentas son las que tienen mayor poder de penetración y cuanto mayor sea el 

número de parásitos y de células muertas mayor será la cantidad de antígenos 

parasitarios liberados (Tafuri, 1987).  
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2.6 PATOLOGÍA 

 

Se presentan dos tipos de lesiones, la inflamatoria y la neuronal; en ambas, la 

respuesta básica del huésped parece ser consecuencia directa de la multiplicación 

del parásito; esta multiplicación origina lesión por destrucción de las células del 

huésped y/o por mecanismos de sensibilización. Adicionalmente, pueden ocurrir 

alteraciones degenerativas en células no parasitadas como consecuencia de 

trastornos isquémicos o metabólicos inducidos por el proceso inflamatorio o por 

autoinmunidad. 

 

En la fase aguda existe elevada parasitemia y escaso parasitismo en órganos y 

tejidos; frecuentemente se presentan focos inflamatorios que pueden ser de gran 

tamaño. Durante la fase crónica los focos inflamatorios son escasos, menos 

aparentes e irreversibles, presentan fibrosis peri e intraganglionar y reducción en el 

número de neuronas (Tafuri, 1971; Köberle F. 1968). 

 

 13



2.7 INMUNOLOGÍA 
 
La respuesta inmune defiende al huésped contra los efectos de la invasión 

parasitaria desde el momento de la infección, realizando un papel preponderante en 

el control del número de parásitos en el organismo. Sus mecanismos evitan que una 

eventual reinfección de lugar a una nueva fase aguda. A pesar de esta actividad 

protectora, el microorganismo no es erradicado y se establece una relación huésped-

parásito condicionada por las características de ambos y por factores ambientales 

que tiende a llevar la infección aguda a la cronicidad. 

 

Durante la fase aguda se ha descrito una severa inmunodepresión que coincide con 

el punto más elevado de la parasitemia (Teixeira, 1978). En la fase indeterminada se 

restablece la respuesta inmune y en la fase crónica el parasitismo es escaso. La 

presencia de lesiones como una miocarditis intensa se atribuye a fenómenos de 

autoinmunidad ya que en estudios realizados en conejos infectados con T. cruzi y 

con fracciones subcelulares del mismo se ha comprobado una intensa respuesta 

inmune mediada por células, contra antígenos del parásito y contra antígenos de 

miocardio (Teixeira, 1975). 
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2.8 DIAGNÓSTICO 
 
El diagnóstico tiene como finalidad la detección y confirmación de individuos infectados 

o enfermos, así como la evaluación de las medidas terapéuticas establecidas y desde 

el punto de vista epidemiológico, el monitoreo de programas sanitarios para la 

detección, vigilancia y control del padecimiento (UNAM-SSA, 2002). 

 

La presencia de formas parasitarias y de anticuerpos anti-Trypanosoma cruzi 

constituyen los elementos más relevantes para el diagnóstico de laboratorio; por esta 

razón, los métodos de diagnóstico son clasificados en parasitológicos e inmunológicos. 

 
2.8.1 Métodos Parasitológicos 
 
Los métodos parasitológicos sirven para demostrar la presencia del parásito en 

sangre y son de gran utilidad en la fase aguda de la enfermedad, donde la 

parasitemia es elevada y constante. 

 

La observación microscópica de tripomastigotes en sangre puede realizarse por 

examen directo, gota gruesa o frote, lo cual diagnostica aproximadamente el 50% de 

los casos durante la fase aguda, también son útiles para el diagnóstico intencionado 

de las formas transplacentaria y neonatal o en algunos casos atípicos o de difícil 

diagnóstico como los adquiridos por vía transfusional o por transplante de órganos. 

Adicionalmente, se pueden utilizar métodos de concentración como el Strout y 

microhematocrito con lo que la sensibilidad puede aumentar hasta un 95%. Otros 

métodos útiles con el fin de ampliar el número de microorganismos son el 

xenodiagnóstico en serie y el hemocultivo con una sensibilidad cercana al 100% en 

casos agudos y 50% en crónicos; así como, la inoculación en animales de 

laboratorio. El estudio histopatológico es de utilidad para la búsqueda de amastigotes 

durante la fase crónica de la enfermedad (UNAM-SSA, 2002). 

. 
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2.8.2 Métodos inmunológicos  
 
Los métodos inmunológicos son útiles para demostrar la presencia de anticuerpos 

específicos generados por la infección, estos métodos son de elección 

principalmente en las fases crónica e indeterminada. 

 

Los métodos serológicos que por su reactividad se consideran de más alta 

sensibilidad son aquellos que detectan concentraciones muy bajas de anticuerpos 

como es el caso del inmunoensayo enzimático (ELISA indirecta), de reactividad 

intermedia como la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la hemaglutinación indirecta 

(HAI). 

 

Para el diagnóstico de la infección por Trypanosoma cruzi, la OPS/OMS, recomienda 

especialmente el uso de las siguientes pruebas:  

 

• Hemaglutinación indirecta 

• ELISA indirecta  

• Inmunofluorescencia indirecta 

 

Debido a que la positividad en una sola prueba serológica no constituye un criterio de 

diagnóstico suficiente, la OMS define para la confirmación del diagnóstico de 

infección, demostrar reactividad en dos pruebas serológicas.  
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2.9 ANTÍGENOS Y PROTEASAS DE T. cruzi 
 
T. cruzi es altamente inmunogénico y presenta una amplia oferta antigénica para el 

huésped vertebrado, con proteínas en su membrana celular; cuya presencia, 

concentración e inmunogenicidad pueden variar en los diferentes estadios del ciclo 

vital del parásito. Estos antígenos pueden estar representados por fracciones 

proteicas y glucoproteicas totales o fracciones purificadas (De Lima, 2001). 

 

Este parásito presenta glucoproteínas (GP) de superficie con concentraciones entre 

2 y 10% de oligosacáridos enlazados a la cadena peptídica. Algunas de estas GPs 

son específicas de un determinado estadio; la GP de 72kD se encuentra en 

epimastigotes (Hart, 1992), la GP 90 en tripomastigotes metacíclicos (Yoshida, 

1990), la GP 85 en tripomastigotes sanguíneos (Katzin, 1983) y la estadio especifica 

Ssp-4 en amastigotes (Andrews, 1987). Se ha reportado que existen GP estadio 

especificas comunes a diferentes cepas y que existen variaciones en la composición 

de las GP tipo mucina en diferentes aislados de epimastigotes, así como entre 

diferentes estadios de un mismo aislado. La composición glucoproteica de este 

parásito cambia durante su diferenciación de un estadio a otro; sin embargo, ninguna 

de las fases presenta inmunodominacia y a diferencia de otros tripanosomatidos no se 

le han comprobado mecanismos de variación antigénica (Nussenzweig, 1963; Snary D., 

1980). 

 

En los extractos proteicos de T. cruzi se ha reportado la presencia de las cuatro 

clases principales de proteasas: de cisteína, serina, treonina y metaloproteasas, 

algunas de las cuales participan en los eventos de invasión celular y diferenciación 

(Cazzulo, J., 1999). Algunas de ellas han sido caracterizadas bioquímica y 

estructuralmente (Ashall, 1990; Cazzulo, 1990).  

 

La cruzipaina es una cisteína proteasa lisosomal con isoformas en la membrana 

plasmática, considerada como la de mayor actividad en extractos de T. cruzi; ha sido 

caracterizada como una endopeptidasa con estructura glucoproteica y peso 

molecular variable entre 40 y 65 kDa, que posee un extremo carboxiterminal 

altamente antigénico, es activada por β-mercaptoetanol e inhibida por E-64. Esta 
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proteasa actúa a diferentes valores de pH y se encuentra  en una concentración 10 

veces mayor en epimastigotes que en tripomastigotes y amastigotes (Cazzulo, J.J.; 

1999). 

 

2.10 PREVENCIÓN DE PROTEÓLISIS NO DESEADA 
 
La proteólisis es uno de los mayores problemas que se presentan en la extracción de 

proteínas de cualquier organismo (Deutscher, M.P., 1990). Intracelularmente se 

encuentra altamente controlada por medio de la compartamentalización, la presencia 

de inhibidores endógenos y la influencia de los componentes celulares en la 

conformación de las proteínas. Cuando las células o tejidos se rompen durante el 

proceso de extraer proteínas, todos esos controles se pierden; desaparecen los 

compartimentos subcelulares, se forman o disocian complejos enzima-inhibidor y se 

alteran las interacciones entre las proteínas y otras moléculas. Los componentes del 

amortiguador de extracción pueden alterar la conformación de las proteínas e 

incrementar su vulnerabilidad a la proteólisis. Durante este proceso se dan muchas 

circunstancias que pueden propiciar la proteólisis adventicia. 

 

La extracción de proteínas implica la remoción de componentes que normalmente las 

protegen de la proteólisis o que mantienen a la proteína en una conformación 

resistente. Así, la separación de proteínas de la membrana provoca que éstas sean 

más propensas a la proteólisis. Algunos componentes individuales de proteínas 

multiméricas, pueden tener sitios vulnerables que se encuentran “escondidos” hasta 

que los componentes son disociados. Las proteínas son más resistentes en su 

estado nativo y cualquier perturbación durante la extracción incrementa la posibilidad 

de un problema de proteólisis. 

 

Cualquier molécula que de forma directa o indirecta afecte la conformación de la 

proteína, puede influir en el grado en que ésta es susceptible a la proteólisis. La 

unión de moléculas como substratos o cofactores tienden a mantener a la proteína 

en una conformación resistente, aunque algunas moléculas efectoras pueden tener 

una consecuencia opuesta. Las moléculas que tienen algún efecto en la estructura 

de las proteínas afectan indirectamente su susceptibilidad a la proteólisis, incluyendo 
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algunos compuestos como el glicerol y el DMSO (dimetil sulfoxido) que estabilizan la 

conformación de la proteína; los agentes reductores que previenen la oxidación de 

grupos tiol, mantienen la estructura nativa de las proteínas; aunque, pueden tener un 

efecto desestabilizador por la reducción de los puentes bisulfuro. Claramente, la 

proteólisis y sus subsecuentes problemas dependerán de la naturaleza de las 

proteasas presentes en la muestra (North, M. y Beynon, R.J., 2000). 

 

Sin embargo, para conocer si en un caso determinado la proteólisis es un problema, 

se puede realizar una prueba simple que consiste en incubar el extracto a una 

temperatura moderada (por ej. 30º C), extrayendo alícuotas a intervalos de tiempo y 

probando la presencia de actividad biológica (Deutscher, M.P., 1990; Sarath, 2000) . 

Sin embargo, existen otros síntomas que permiten reconocer cuando se tiene un 

problema de proteólisis, los cuales se enumeran en la tabla 2. 

 

Tabla 2. Manifestaciones más frecuentes de la proteólisis no deseada 

Manifestación Comentarios 

Ausencia de una 
proteína específica 

Falta de actividad o inmuno reactividad. 

Escaso rendimiento o 
pérdida de actividad 

La pérdida de actividad durante el tiempo de 

almacenamiento, frecuentemente es causada por la 

proteólisis en preparaciones proteicas no homogéneas. 

Cambios en la 
actividad 

Resultan de una proteólisis limitada, que puede ser difícil de 

detectar, por lo que las propiedades observadas pueden ser 

engañosas. 

Cambios 
estructurales visibles 
en el patrón 
electroforético 

Escasa resolución de las componentes . 

Pérdida de bandas de alto peso molecular e incremento del 

número de bandas de bajo peso molecular. 

Ausencia de bandas específicas . 

Discrepancia entre el peso observado para la misma proteína 

purificada por un procedimiento alternativo. 

Modificada de North y Beynon, 2000 
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Para la obtención y análisis de cualquier proteína, es necesario seleccionar 

protocolos en los que la actividad proteolítica se minimice. Esto requiere de 

procedimientos que permitan reducir los niveles de proteasas; sin embargo, la 

remoción total de éstas resulta prácticamente imposible, por lo que es necesario 

tomar precauciones. Una estrategia exitosa de extracción requiere: a) selección de 

condiciones que supriman la proteólisis, b) inactivación de proteasas por 

desnaturalización y c) suprimir la actividad proteolítica por medio de inhibidores de 

proteasas (dependiendo de las características del extracto). 

 
2.11 INHIBIDORES DE PROTEASAS 

 

Las proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptídicos de un polipéptido y 

los inhibidores de proteasas son moléculas capaces de impedir la actividad 

proteolítica de estas enzimas. Muchos tipos de moléculas inhiben enzimas y actúan 

de diversas formas. Debe establecerse una diferencia importante entre la inhibición 

reversible y la irreversible. Existen diversos modos de inhibición reversible; sin 

embargo, todos implican la unión no covalente de un inhibidor a la enzima, pero 

difieren en los mecanismos por medio de los cuales reducen la actividad enzimática y 

en la forma en que afectan la cinética de la reacción; éstos pueden ser competitivos 

(Figura 6) o no competitivos (Figura 7). En la inhibición irreversible, algunas 

sustancias se combinan de forma covalente con las enzimas y las inactivan de forma 

irreversible; casi todos los inhibidores de este tipo son sustancias tóxicas, naturales o 

sintéticas (Mathews, 2000). 
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ssuussttrraattoo  

SSiittiioo  aaccttiivvoo  

pprroodduuccttooss  

EEll ssuussttrraattoo oo eell iinnhhiibbiiddoorr 
ppuueeddeenn  uunniirrssee  aall  ssiittiioo  
aaccttiivvoo  

iinnhhiibbiiddoorr  

Figura 6 - Inhibición competitiva 

Tanto el sustrato como el inhibidor pueden unirse al sitio activo. El sustrato puede ser 

procesado por la enzima, mientras que el inhibidor no. 

SSiittiioo  ddeell  iinnhhiibbiiddoorr  

SSiittiioo  aaccttiivvoo  

LLaa  uunniioonn  ddeell  iinnhhiibbiiddoorr  
ddiissttoorrssiioonnaa  llaa  eennzziimmaa  

EEll  ssuussttrraattoo  yy  eell  iinnhhiibbiiddoorr  
ppuueeddeenn  uunniirrssee    
ssiimmuullttáánneeaammeennttee  

LLaa  pprreesseenncciiaa  ddeell  iinnhhiibbiiddoorr  
hhaaccee  qquuee  llaa  ffoorrmmaacciióónn  ddeell  
pprroodduuccttoo  sseeaa  mmaass  lleennttaa  

SSiinn  iinnhhiibbiiddoorr,,  ssee    
ffoorrmmaann  llooss  pprroodduuccttooss  

sustrato

inhibidor

 
Figura 7 - Inhibición no competitiva 

El inhibidor no interfiere en la unión del sustrato, pero si inhibe el fenómeno catalítico. 
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La inclusión de inhibidores de proteasas durante y después de la ruptura de tejidos, 

representa una de las mejores respuestas al problema de la proteólisis no deseada; 

ya que el uso de los inhibidores adecuados puede inactivar las enzimas proteolíticas 

de un extracto. Debido a la variedad de proteasas que se encuentran en diferentes 

organismos e incluso en diferentes tejidos de un mismo organismo es necesario 

encontrar los procedimientos y reactivos adecuados para cada caso particular. Por lo 

anterior es necesario conocer las características de los inhibidores como son su 

especificidad, la concentración ideal, solubilidad, toxicidad, tipo de inhibición que 

realiza y la velocidad de la reacción. 

 

A continuación se presentan las características de algunos de los inhibidores de 

proteasas de uso comercial y en la tabla 3 se resumen sus propiedades más 

relevantes.  
 
EDTA (ácido etilendiaminotetraacetico) 
Inhibe metaloproteasas y proteasas activadas por metales. Peso molecular, sal 

disódica: 372.24. Su concentración efectiva es 1–10 mM y es estable en solución 

acuosa. Actúa como unidor del Zinc en el sitio activo de las metaloproteasas aunque 

también puede inhibir otras proteasas dependientes de iones (Umezawa,H., 1982; 

North y Beynon, 2000).  

 

PMSF (fenilmetilsulfonilfluoruro) 
Inhibidor irreversible de proteasas de serina y actúa de forma reversible en algunas 

proteasas de cisteína. Su velocidad de reacción es lenta; existen algunas variantes 

más específicas y con menores tiempos de reacción. El PMSF es el menos selectivo 

y por tanto el más usado como inhibidor general de proteasas de serina.  

Su peso molecular es de 174.2 y su concentración efectiva va de 0.1 a 1.0 mM, con 

un tiempo promedio de reacción de una hora a pH 7.5. La solución stock (200 mM) 

puede ser estable hasta por 9 meses a 4º C (Umezawa,H., 1982; North y Beynon, 

2000). 
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AEBSF (4-(2 aminoetil) benznesulfonil fluoruro) 
Inhibidor irreversible de proteasas de serina, sus constantes de inhibición son 

similares a las del PMSF, además de tener mayor solubilidad en agua y menor 

toxicidad que éste. Su peso molecular es 239.5 y su concentración efectiva va de 0.1 

a 1.0 mM (Umezawa,H., 1982; North y Beynon, 2000). 

 
E-64 (Trans-epoxysuccinil-L- leucylamido-(4-guanidin) butano; N-(trans-epoxy-
succinyl)-L-leucin 4-guanidinobutylamida; L-trans-3-carboxyoxiran-2-carbonyl-
L-leucylagmatina) 
Potente inhibidor de proteasas de cisteína que no afecta los residuos de cisteína de 

otras enzimas. La inhibición de proteasas de la familia de las papainas por E-64, 

resulta de la ocupación de sitios activos de la enzima, seguida de una alquilación de 

la cisteína catalítica por el grupo trans-epoxido. 

Su peso molecular es 357.4 y su concentración efectiva va de 1 a 10 μM y es estable 

por días a pH neutro (Umezawa,H., 1982; North y Beynon, 2000). 

 
Pepstatina A (isovaleryl – Val – Val – AHMHA – Ala- AHMHA [AHMHA = (3s,4s) 4 
– amino – 3 – hidroxi – 6 – metil – acido heptanoico]) 
Potente inhibidor de proteasas ácidas, incluyendo la pepsina, renina y catepsina D y 

muchas proteasas microbianas aspárticas. Es un compuesto parecido a un 

pentapéptido secretado por las especies del género Streptomices, que contiene dos 

residuos del inusual aminoácido estatina. Su peso molecular es 685.9 y su 

concentración efectiva es 1μM, la cual es estable hasta por un día (Umezawa,H., 

1982; North y Beynon, 2000). 

 

Bestatina (N- [(2S,3R)-3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutyryl]-L-leucine 
hidrochloruro) 
Inhibidor de metaloproteasas, selectivo para aminopeptidasas. Su peso molécular es 

de 308.4 y su concentración efectiva va de 1 a 10 μM, siendo estable por un día  

(Umezawa,H., 1982; North y Beynon, 2000). 
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Tabla 3 – Propiedades de algunos inhibidores de proteasas 

Inhibidor Tipo de proteasas 
 que inhibe 

Ejemplos Tipo de 
inhibición 

PPMMSSFF  de Serina irreversible 

AAEEBBSSFF  de Serina 

Tripsina 

Quimotripsina irreversible 

EEDDTTAA  Metaloproteasas  competitiva 

BBeessttaattiinnaa  Metaloproteasas 

Aminopeptidasas  

De leucina 

De alanina 

competitiva 

PPeeppssttaattiinnaa  AA  Proteasas ácidas Pepsina 

Renina 

Catepsina D 

Quimosina 

Proteasa B 

competitiva 

EE--6644  de Cisteína Calpaina 

Papaina 

Catepsina B y L 

Irreversible 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

 
En México, como en otros países, el diagnóstico de la infección por T. cruzi, se 

realiza principalmente por serología, por lo que es importante emplear reactivos 

antigénicos no solo específicos y sensibles sino además estables.  

 

Estos reactivos diagnósticos, se degradan en cortos periodos de tiempo aún en 

presencia de inhibidores de proteasas a bajas temperaturas (De Lima, 2001). 

 

Por lo anterior, se requiere emplear y evaluar procedimientos de extracción y 

conservación que permitan garantizar una buena reactividad antigénica al 

incrementar la vida de anaquel para su empleo en el diagnóstico serológico. 
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4. HIPÓTESIS 
 

 

Para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas se emplean fracciones de origen 

proteico y glucoproteico de Trypanosoma cruzi, las cuales son degradadas por 

enzimas proteolíticas; el uso de inhibidores de proteasas deberá evitar la acción 

enzimática, manteniendo la estabilidad de los extractos antigénicos. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
 
Evaluar la calidad proteica mediante concentración, composición proteica y 

reactividad de los extractos antigénicos en presencia y ausencia de inhibidores de 

proteasas, para determinar su efectividad en la detección de la anticuerpos anti - T. 

cruzi con fines diagnósticos. 

 

5.1 Objetivos particulares 
 
Determinar si los inhibidores de proteasas son de utilidad para mantener la 

concentración, composición proteica y reactividad de los extractos antigénicos de T. 

cruzi durante un año. 

 

Determinar si existen diferencias estadísticamente significativas con relación a la 

concentración, composición proteica y reactividad entre el extracto sin inhibidores, el 

tratado con PMSF y el tratado con una combinación seleccionada de inhibidores en 

base a las proteasas identificadas previamente en T. cruzi. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Microorganimos 

 
Se utilizó una cepa de Trypanosoma cruzi, denominada Tequesquitengo, aislada de 

un ejemplar de Triatoma pallidipennis del estado de Morelos y que forma parte del 

cepario del Laboratorio de Biología de Parásitos de la Facultad de Medicina de la 

UNAM. 

 

La expansión parasitaria se realizó en medio de cultivo RPMI-1640 a partir de un 

inóculo de medio de cultivo LIT (Liver Infusion Triptose). Cada 10 días se realizó un 

pase con el fin de eliminar los componentes del medio LIT y al tercer pase se concluyó 

la expansión parasitaria en matraces Erlenmeyer de 500 ml con tapón de rosca, los 

cuales se incubaron a 28°C durante todo el proceso. Para definir las fases de 

crecimiento, previamente se cuantificaron los parásitos cada 24 hrs en cámara de 

Neubauer durante 15 días. La cosecha se realizó en la fase estacionaria de 

crecimiento. En ese momento el parásito se encontraba polimórfico (en los estadios de 

epimastigote, esferomastigote y tripomastigote). 

 

6.2 Extracción de antígenos 
 
Para la obtención de los extractos antigénicos se siguió la metodología previamente 

descrita por Bucio en 1999 de la siguiente forma: 

 

a) Cosecha, lavado y cuantificación de la masa parasitaria. Se realizaron 3 lavados con 

amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.2: KCl 0.2 gr, KH2PO4 0.2 gr, NaCl 8 g y Na2HPO4 

12H2O 2.9 gr; para 1000 ml, se centrifugaron a 2 500 g durante 20 min a 4°C (Sorvall 

RT 6000 D); los sobrenadantes fueron desechados en cada paso. Después de retirar el 

último sobrenadante, se cuantificó la masa parasitaria por peso (gr). 

 

b) Posteriormente se resuspendió en 13.5 ml Tris HCl 50 mM pH 7.4 con CHAPS (3-[(3-

colamidopropil) dimetil ammonio]-1-propansulfonato) 10 mM (Sigma*).  
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c) La extracción del antígeno se realizó por sonicación mediante un procesador 

ultrasónico (Vibra Cell VC50) 7 pulsos de 40 watts durante 60 segundos con intervalos 

de enfriamiento en hielo-etanol de 60 segundos. 

d) El extracto obtenido se dividió en 3 lotes uno control y dos a los que se les trató 

con inhibidores de proteasas:  

 

• SI -Control sin inhibidores 

• PMSF - Con Fenil Metil Sulfonil Floruro en concentración 2mM (Sigma*)  

• CI -Combinación de inhibidores al 5%(AEBSF, EDTA, Bestatina, Pepstatina A, 

E-64). 

 

Los inhibidores de proteasas se dejaron actuar con los extractos a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. 

 

e) Se centrifugó a 43 000 g a 4°C durante 60 min. (Sorvall RC 26 Plus). 

 

f) El sobrenadante se separó y fraccionó en alícuotas de 200 μl en tubos tipo eppendorf 

para su conservación a - 20°C hasta su uso. 

6.3 Rendimiento parasitario y proteico  

 
Se cuantificó el volumen de antígeno obtenido, se cuantificaron las proteínas totales 

de cada lote con los diferentes tratamientos y se obtuvo el rendimiento proteico total. 

 
6.4 Cuantificación de proteínas totales 
 
Se cuantificaron las proteínas totales de cada lote por el método de Lowry 

modificado, construyendo una curva patrón con albúmina sérica bovina (BSA 

1mg/ml) en concentraciones de 0.125, 0.250, 0.375 y 0.500 mg/ml. Se realizaron dos 

diluciones (1:16 y 1:24) de cada tratamiento del extracto antigénico en PBS pH 7.2, 

se adicionó una solución cúprica alcalina compuesta de tartrato de sodio y potasio al 

2% (1 ml), sulfato de cobre al 1% (1 ml) y carbonato de sodio al 5% en hidróxido de 

sodio 0.1 N (50ml), se dejó reposar y se agregaron 100 μl del reactivo de Folin-
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Ciocalteus (Sigma*), dejándolo en oscuridad por 30 minutos. La absorbancia se leyó 

en un espectrofotómetro Pharmacia LKB Ultrospec Plus, se obtuvo el promedio de 

las lecturas (Å) y se calcularon las concentraciones finales en mg/ml. La 

cuantificación proteica se realizó a los días 1, 30, 90, 180, 270 y 365. 

 

6.5 Electroforesis en geles de polioacrilamida (SDS-PAGE) 
La separación por peso molecular de los componentes de los extractos antigénicos 

se determinó por medio  electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida con gel 

concentrador al 5% y gel separador al 12.5% con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE), 

siguiendo en términos generales la metodología descrita por Laemmli en 1970. Se 

realizó en un equipo Mini Protean III de Electrophoresis Cell (Bio-Rad ) a una 

diferencia de potencial constante de 150 Volts por 60 min aproximadamente con una 

fuente de poder Bio-Rad  Modelo 200/2.0. Se usó amortiguador de corrimiento 

constituido o por 0.025 M Trizma-base (Tris [hidroximetil] aminometano), 0.192 M 

glicina y dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 0.1%, pH 8.3. Las muestras fueron 

preparadas por separado en dilución 1:2 con un amortiguador constituido por 3.125 ml 

de Trizma-base 1 M pH 6.8, 5 ml de glicerol, 1.25 ml de SDS al 10%, 2.5 ml de ß-

mercaptoetanol, 2.5 mg de azul de bromofenol y agua desionizada para aforar a 25 ml 

y se sometieron a ebullición en baño de agua por 5 minutos; el volumen se ajustó 

para contener aproximadamente 100 μg de proteína por carril. Se emplearon 

marcadores de peso molecular comerciales con rango entre 198 y 6.9 kDa (Bio-

Rad ). Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie R-250 (Sigma*) durante 10 

minutos. Las electroforesis se realizaron a los días 1, 30, 90, 180, 270 y 365. 

6.6 Evaluación de la reactividad 

La reactividad de los tres lotes del reactivo antigénico hacia sueros con anticuerpos 

anti- Trypanosoma cruzi se evaluaron por las pruebas de  

Electroinmunotransferencia (Western- Blot) e Inmunoensayo enzimatico (ELISA 

indirecta). Esta última prueba también fue empleada para determinar la reactividad 

antigénica hacia sueros reactivos a Leishmania mexicana. 
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6.7 Electroinmunotransferencia (Western-blot) 
Se realizó siguiendo en términos generales los lineamientos descritos por Towbin en 

1979. Después del corrimiento electroforético, se realizó la transferencia a membranas 

de nitrocelulosa con poro de 0.45 µm (Bio-Rad ) en un aparato Trans-Blot SD Semi-

Dry Transfer (Bio-Rad ) a una diferencia de potencial constante de 12 volts durante 

22 min, con un amortiguador de transferencia constituido por Trisma-base 0.025 M, 

glicina 0.192M y metanol 20%, pH 8.3. Una vez concluida la transferencia, la 

nitrocelulosa fue bloqueada con una solución PBS/Tween20 0.3% / leche 5% durante 

2 horas a temperatura ambiente en agitación ligera. Se realizaron 2 lavados rápidos 

con PBS/Tween20 0.3% y se incubaron los sueros testigo reactivos a T. cruzi en 

dilución 1:100 a 4°C en agitación ligera durante la noche. Se realizaron tres lavados 

con PBS-Tween20 0.3% y posteriormente se incubó con el conjugado anti IgG 

humana unido a peroxidasa (Zymed*) en dilución 1:10 000, durante 2 hrs a 

temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados y se colocó en oscuridad el sustrato 

correspondiente DAB (3,3 diaminobenzidina) en una solución de PBS pH 7.2 con 

peróxido de hidrógeno al 30% en oscuridad. La reacción se frenó con agua destilada.  

 

6.8 ELISA indirecta 
 

6.8.1 Calibración de la técnica de ELISA indirecta en microplaca 
El sistema previamente se calibró mediante la titulación de antígenos y conjugado a 

diferentes diluciones (1:100 – 1:12 000). 

 

6.8.2 Preparación del antígeno empleado en la técnica 
Para realizar la prueba de ELISA indirecta se ajustó la concentración proteica del 

antígeno entre 1 y 1.5 mg/ml, con un amortiguador Tris HCl 50mM a pH 7.4. y en el 

caso de los lotes tratados con inhibidores se agregó el inhibidor correspondiente a la 

misma concentración usada durante la extracción (PMSF-2mM y PMSF-5%). El 

reactivo antigénico se fraccionó en alícuotas de 1 ml en criotubos con tapón de rosca 

para su almacenamiento y conservación a -20º C. 
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6.8.3 Titulación del extracto antigénico 
Se emplearon 3 sueros de origen humano previamente titulados con reactividades 

confirmadas con 3 técnicas (HAI, ELISA e IFI): RA-reactivo alto, RB-reactivo bajo y 

N-normal. 

 

Para determinar la concentración óptima del extracto antigénico se realizaron 

diluciones progresivas del mismo para ser probadas con los sueros previamente 

titulados cuyas densidades ópticas (D.O.) son de 0.450 para el reactivo alto (RA) , 

0.235 (D.O.) para el reactivo bajo (RB) y de 0.038 (D.O.) para el normal (N) . Se 

determinó la concentración óptima con base en las lecturas (D.O.) obtenidas con el 

extracto tratado con PMSF. 

 

6.8.4 Titulación del conjugado 
Para definir la dilución óptima del conjugado anti IgG humano unido a peroxidasa 

(Zymed*) se realizó inicialmente una titulación gruesa 1:10 000, 1:20 000, 1:30 000, 

1:40 000, 1:50 000, 1:60 000 y posteriormente otra titulación fina en diluciones entre 

21,000 y 30,000 con los mismos sueros descritos anteriormente. 

 

La prueba de ELISA se realizó en placas de poliestileno de 96 pozos con fondo plano 

de alta unión (COSTAR). El antígeno para la adsorción a la placa se utilizó en 

dilución 1:400, el bloqueo de sitios inespecíficos se realizó con PBS-leche 

deshidratada, descremada (DIFCO) al 5% y los lavados con PBS-TWEEN 20 al 

0.05%. 

 

Cada tratamiento del antígeno se probó con los sueros reactivo alto, reactivo bajo y 

normal en dilución 1:200, el conjugado empleado fue Anti-Gammaglobulina G 

humana conjugada a peroxidasa en dilución 1:28 500 empleando como sustrato 

peróxido de hidrógeno y el cromógeno (O-fenilendiamina) Para frenar la reacción se 

empleó ácido sulfúrico 1 N. La lectura se realizó en un espectrofotómetro para placas 

(Microplate reader Bio-Rad Mod. 550) con un filtro de 490 nm. Los títulos de corte 

habían sido determinados previamente; se consideraron positivas las lecturas iguales 

o superiores a 0.180 (D.O.), en zona gris entre 0.160 y 0.179 y negativos las 

inferiores a 0.160 (D.O.). 
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Las pruebas para evaluar reactividad se realizaron simultáneamente a los 3 lotes, 

con los mismos sueros empleados inicialmente a los 30, 90, 180, 270 y 365 días.  

 

6.8.5 Determinación de la reactividad de los extractos antigénicos hacia sueros 
con anticuerpos anti-Leishmania mexicana 

 

Se comparó la reactividad de los 3 extractos hacia 10 sueros de pacientes con 

diagnóstico de Leishmaniasis cutánea de los cuales 5 corresponden a la forma clínica 

localizada y 5 a la difusa. Estos sueros fueron proporcionados por la Dra. Ingeborg 

Becker Fauser del Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina 

de la UNAM. 

 

6.8.6 Análisis estadístico 

Se calcularon los valores de promedio, desviación estándar y varianza de las 

concentraciones de proteínas obtenidas para cada lote en, comparándolos por medio 

de un análisis de varianza (ANOVA) 
 
Se asignaron valores cualitativos de relevancia observada a los componentes proteicos 

seleccionados de los corrimientos electroforéticos, se calculó el porcentaje en que se 

presentaron estos valores en cada corrimiento y  estos porcentajes se graficaron por 

separado para cada lote. 

 

En el caso de la ELISA indirecta, se compararon las reactividades obtenidas con los 

sueros: reactivo alto, reactivo bajo y normal contra los lotes del antígeno por medio 

de un análisis de varianza. 
 

∗ Todos los reactivos de SIGMA provienen de SIGMA CHEMICAL CO. St. Louis 

MO USA. 

∗ Todos los reactivos de Zymed provienen de Zymed laboratories,  San Francisco 

CA. U.S.A. 

∗ Los reactivos y equipos de Bio-Rad provienen de Bio-Rad  Laboratories, 

Hercules, CA. USA. 
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Rendimiento parasitario y proteico 
 

La expansión en 2 700 ml de medio de cultivo produjo una masa parasitaria de 

1.488gr los cuales para realizar la sonicación, se llevaron a un volumen final de 15 ml 

que fueron divididos en tres lotes para los tratamientos sin inhibidores, con PMSF y 

con una combinación de inhibidores. El volumen obtenido de cada tratamiento, así 

como su concentración proteica y rendimiento, se presentan en la tabla 4. 

 

Tabla 4 
Rendimiento proteico 

Tratamiento Volumen 
(ml) 

Concentración  
proteica 
(mg/ml) 

Proteínas totales
(mg) 

SI 3 6.6l 19.83 

PMSF 8 6.02 48.16 

CI 4 6.7 26.8 

Rendimiento total 94.79 

 
S: extracto sin inhibidores, PMSF: extracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto 

tratado con la combinación de inhibidores. 
 
7.2 Cuantificación de proteínas totales 
 

Se determinó la cantidad de proteínas totales presentes en cada tratamiento durante 

el transcurso de un año (gráfica 1). Se calcularon los valores del promedio, 

desviación estándar y varianza de cada uno (tabla 5), comparándolos con un análisis 

de varianza (ANOVA). Aquí se observó que la diferencia en la cantidad de proteínas 

de los lotes tratados es estadísticamente significativa (P<0.05); es decir, que el lote 

tratado con PMSF presenta una menor cantidad promedio de proteínas a las 

presentadas en el tratado sin inhibidores (P 0.03) y que el tratado con la combinación 
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de inhibidores presenta mayor cantidad de proteínas que el sin inhibidores (P 0.03) y 

que el tratado con PMSF (P  0.000038).  

 

 

Tabla 5 
Promedio de las cuantificaciones proteicas por tratamiento 

 

 Promedio Desviación 
estándar 

Varianza 

SI 6.554 1.024 1.048 

PMSF 5.353 0.917 0.840 

CI 7.576 0.501 0.251 

 

 

Gráfica 1 
Cantidad de proteínas a través del tiempo en los tres lotes del extracto antigénico. 
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S: extracto sin inhibidores, PMSF: extracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto 

tratado con la combinación de inhibidores. 
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7.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida 
 

Los pesos moleculares de 10 componentes relevantes detectados inicialmente 

fueron: 90, 74, 72, 55, 44, 34, 31, 28, 25 y 20 kDa. Todos estos componentes están 

presentes en los geles realizados a los 7 y 30 días para los tres lotes tratados (sin 

inhibidores con PMSF y con una combinación de inhibidores), siendo el más 

aparente el de 44kDa y los de menor relevancia los de 20 y 25 kDa. 

Los componentes encontrados en los geles realizados en el transcurso de un año 

para los tres lotes del extracto (SI, PMSF,CI) pueden observarse en las figuras 7(8 

días), 8 (30 días), 9 (90 días), 10 (180 días), 11 (270 días) y 12 (360 días). La 

relevancia cualitativa de los componentes seleccionados por tratamiento a través del 

tiempo se observan en la gráfica 2 (SI), 3 (PMSF) y 4 (CI). 
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Figura 7 
Componentes encontrados para los tres lotes del extracto antigénico en el SDS-PAGE 

realizado 8 días después de la extracción 

 
Figura 8 
Componentes encontrados para los tres lotes del extracto antigénico en el SDS-PAGE 

realizado 30 días después de la extracción. 

 
S: extracto sin inhibidores, PMSF: extracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto 

tratado con la combinación de inhibidores. 
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Figura 9 
tes encontrados para los tres lotes del extracto antigénico en el SDS-PAGE 

tes encontrados para los tres lotes del extracto antigénico en el SDS-

 de proteasas PMSF, CI: extracto 

tratado con la combinación de inhibidores. 

Componen

realizado 90 días después de la extracción. 

 
Figura 10 
Componen

PAGE realizado 180 días después de la extracción. 

 
SI: extracto sin inhibidores, PMSF: extracto con el inhibidor
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Figura 11 
Componentes encontrados para los tres lotes del extracto antigénico en el SDS-PAGE 

0 días después de la extracción. 

 antigénico en el SDS-PAGE 

 
SI: extracto sin inhibidores, PMSF: extracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto 

tratado con la combinación de inhibidores. 

realizado 27

Figura 12 
Componentes encontrados para los tres lotes del extracto

realizado 365 días después de la extracción. 
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Gráfica 2 – Lote del extracto antigénico tratado sin inhibidores de proteasas (SI)  

Apariencia de los componentes observados es SDS-PAGE  a través del tiempo. 

Los números en las columnas corresponden al peso molecular (kDa) de los componentes de 

cada clasificación. 
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Gráfica 3 – Lote del extracto antigénico tratado con PMSF  

Apariencia de los componentes observados es SDS-PAGE  a través del tiempo. 
Los números en las columnas corresponden al peso molecular (kDa) de los componentes de 

cada clasificación. 
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Gráfica 4 – Lote del extracto antigénico tratado con una combinación de inhibidores de 

proteasas (CI). 

Apariencia de los componentes observados es SDS-PAGE  a través del tiempo 
Los números en las columnas corresponden al peso molecular (kDa) de los componentes de 

cada clasificación. 
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7.4 Electroinmunotransferencia (Western-blot) 
 
Al probar la reactividad de los componentes encontrados en los lotes del extracto 

ntigénico contra un pool de sueros de individuos positivos a la infección con 

Trypanosoma cruzi por medio de la técnica de electroinmunotransferencia se 

observó que los componentes del extracto antigénico que presentan reactividad en 

los tres lotes tratados, corresponden a los siguientes pesos moleculares: 180, 74, 60, 

45, 34, 30, 22 kDa. 

 

Estos componentes fueron probados contra un suero positivo a Leishmania 

mexicana, así como contra un suero normal; en ninguno caso se presentó reactividad 

(figura 13). 

 

Figura 13- Reactividad de los tres lotes del extracto antigénico contra  a) suero reactivo a T. 

cruzi   b) suero reactivo a  L. mexicana. 

inhibidores SI: extracto sin, PMSF: extracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto 

tratado con la combinación de inhibidores 
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lización del inmunoensayo enzimático con los extractos antigénicos se realizó la 

titulación antigénica correspondiente, empleando sueros de reactividades conocidas, 

y un conjugado titulado previamente en una dilución 1:28 000. Para conocer la 

concentración óptima, se realizaron diluciones progresivas de los extractos, entre 

1:100 y 1:1200, para ser probadas con los sueros previamente titulados cuyas 

densidades ópticas (D.O.) son de 0.450 para el reactivo positivo alto (PA) de 0.235 

.O.) para el reactivo positivo bajo(PB) y de 0.038 (D.O.) para el no reactivo (N). Se 

se muestran en la gráfica 5. 

(D

determinó con base en las lecturas (D.O.) obtenidas con el extracto tratado con 

PMSF que la concentración óptima se presentó en dilución 1:400. Los resultados de 

la titulación 

0

0.1
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0.4

Gráfica 5. Titulación antigénica0.6
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del extracto antigénico. PA: suero positivo alto, PB suero positivo bajo y N suero normal. SI:
extracto sin, PMSF: extracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto tratado con la 

combinación de inhibidores. 

 realizó en las mismas condiciones durante un año, en 

eriodos de tres meses a partir de la extracción del antígeno, se realizaron pruebas 

 

 

Este procedimiento se
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de ELISA simultáneas con los tres lotes del reactivo antígénico en una dilución de 

1:400, empleando los tres sueros de reactividad conocida ya mencionados. Los 

resultados se muestran en la gráfica 6. Se compararon las reactividadas obtenidas 

con los sueros empleados (reactivo alto, reactivo bajo y normal) en los tres lotes del 

reactivo antigénico. Se encontró que las reactividades del suero reactivo alto no 

presenta diferencias estadísticamente significativas (P>0.05) entre los lotes tratados; 

sin embargo, para el suero reactivo bajo si existen diferencias estadísticamente 

significativas entre el lote con PMSF y el tratado con la combinación de inhibidores (P 

0.011), sin que estos muestren diferencias estadísticamente significativas al 

compararlos con el lote sin inhibidores. Para el caso del suero Normal, no existen 

diferencias entre las reactividades

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 de los tres lotes. 
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Gráfica 6 –Técnica de ELISA indirecta con sueros reactivos y no reactivos a T. cruzi 

Antígeno en dilución 1:400, conjugado en dilución 1:28000 

: suero positivo alto, PB suero positivo bajo y N suero normal. . SI: extracto sin, PMSF: 

xtracto con el inhibidor de proteasas PMSF, CI: extracto tratado con la combinación de 

hibidores 
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7.6 Determinación de la reactividad de los extractos antigénicos hacia sueros 
reactivos a Leishmania mexicana 

 

Empleando la prueba de ELISA indirecta, se determinó la reactividad de los tres lotes 

del reactivo antigénico contra 10 sueros de pacientes con diagnóstico de Leishmaniasis  

cutánea (L. mexicana) de los cuales 5 corresponden a la forma clínica localizada (LCL) 

y 5 a la difusa (LCD). La densidad óptica obtenida para los 10 sueros fue inferior a 

0.160, en el rango estipulado como no reactivo. Los títulos obtenidos para cada suero 

se presentan en la tabla 10. 

 

Tabla 10 – D.O. (490nm) en ELISA indirecta presentadas hacia sueros de individuos con 

diagnóstico de leishmaniosis cutánea localizada (LCL) y la forma difusa (LCD) con los extractos 

antigénicos: Sin inhibidores (SI), con PMSF, con la combinación de inhibidores (CI) 

 

 SI PMSF CI 

1 0.006 0.006 0.019 

2 0.009 0.013 0.023 

3 0.009 0.019 0.026 

4 0.003 0.001 0.006 

LCL 

5 0.034 0.031 0.036 

6 0.013 0.014 0.022 

7 0.016 0.016 0.023 

8 0.019 0.015 0.036 LCD 

9 0.040 0.073 0.089 

10 0.013 0.014 0.022 
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8. DISCUSIÓN 
 

Los antígenos empleados para el diagnóstico de T. cruzi, pueden estar 

representados por fracciones proteicas y glucoproteicas totales, semipurificadas, 

purificadas e incluso parásitos enteros. Dadas las características del proceso de 

extracción en este trabajo, se trata de un antígeno semipurificado, compuesto 

principalmente por glucoproteínas de la membrana plasmática. En los extractos de T. 

cruzi se ha reportado la presencia de diferentes clases de proteasas (de serina, 

cisteína, treonina y metaloproteasas) (Cazzulo J., 1999), por lo que el bloquear una 

sola de estas vías por medio de inhibidores, puede no garantizar que la actividad 

proteolítica disminuya; por el contrario, podría incluso favorecer otras formas de 

proteólisis y afectar la concentración proteica. Para comprobar si esto ocurre, sería 

necesario medir la actividad proteolítica de cada uno de los lotes, lo cual podría 

realizarse por pruebas con diferentes sustratos (Sarath, G. 2000).  

 

Con respecto a la concentración proteica de los tres lotes del extracto antigénico, se 

observa que el lote tratado con la combinación de inhibidores presenta mayor 

concentración que el sin inhibidores y que el lote con PMSF fue el que mostró menor 

rendimiento proteico. Debido a que la combinación incluye 5 diferentes inhibidores de 

proteasas (AEBSF, Bestatina, EDTA, E-64, Pepstasina A), los resultados obtenidos 

concuerdan con lo esperado al limitar la acción proteolitica lo que se refleja en la 

concentración proteica de este lote. En cuanto al PMSF, se esperaba que al ser un 

inhibidor de proteasas de serina principalmente, limitará cierta actividad proteolítica y 

que el lote tratado con este mantuviera una mayor cantidad de proteínas que sin 

inhibidor; sin embargo, en este caso no ocurrió así.  

 

A partir de la década de los 60s, el PMSF empezó a ser ampliamente estudiado, 

especialmente por sus efectos inhibitorios ante enzimas de vertebrados como 

tripsina, quimotripsina y acetilcolinesterasa (Turini, 1969); posteriormente empezó a 

ser empleado como inhibidor de proteasas en reactivos antigénicos con fines 

diagnósticos por diversos investigadores; en el caso de T. cruzi, se señala su empleo 

en diferentes concentraciones desde 0.4 mM hasta 10 mM (Grögl, 1985; 

Araujo,1984; Rodríguez, 1987; Nogueira, 1982); debido a su reiterada mención en la 
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literatura es que inicialmente se eligió para su empleo en uno de los lotes; sin 

embargo, no se reportan evaluaciones comparativas de su efectividad en especial en 

sistemas similares a los que se presenta en este trabajo. 

 

A pesar de que en estos resultados no se comprueba que la actividad proteolítica del 

lote con PMSF sea mayor a la que presentan los otros dos,  se sabe que además de 

proteólisis podrían existir otros factores que disminuyan concentraciones proteicas 

como pueden ser concentración, temperatura y tiempos de acción de los inhibidores. 

Respecto a la finalidad de este trabajo, si es posible afirmar que el lote con PMSF 

presentó la menor efectividad para mantener la concentración proteica. 

 

En el SDS-PAGE se aprecia que tanto en el lote tratado con la combinación de 

inhibidores como el de sin inhibidores, la pérdida de componentes es poco notoria; 

sin embargo, la relevancia de los componentes proteicos disminuye a través del 

tiempo, lo que significa una disminución en la concentración de estos componentes. 

Con el lote tratado sin inhibidores, el componente de 90 kDa resulta imperceptible a 

partir de los 270 días. En el lote tratado con PMSF, desde los tres meses no se 

aprecian los componentes de 90 y 25 kDa y a los 12 meses han desaparecido el 

50% de los componentes (90, 74 72, 55 y 25 kDa). Estos componentes que 

aparentemente desaparecen, corresponden casi en su totalidad a los de mayor peso 

molecular; lo cual, aunado a la disminución en la relevancia de los componentes, 

concuerda con lo descrito en la tabla 2 sobre las características frecuentes de la 

proteólisis no deseada (North y Beynon, 2000), por lo que se supone la posibilidad 

que en el lote tratado con PMSF siga existiendo actividad proteolítica; sin embargo, 

dado que no se realizaron ensayos que permitan detectar esta actividad en forma 

especifica, no podemos descartar que la pérdida de componentes en el tratamiento 

con PMSF se deba a otras causas como se señaló anteriormente respecto a la 

cuantificación de proteínas totales. 

 

En Western-blot, los tres lotes conservan buena reactividad y especificidad con 

reconocimientos similares a T. cruzi, sin cruce inmunológico con sueros reactivos a 

L. mexicana y sin reactividad ante sueros normales. 
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En la prueba de ELISA indirecta, se presentan reactividades muy similares entre los 

lotes especialmente con el suero de reactividad alta; sin embargo, con el suero de 

reactividad baja, el cual se ubica cercano a los títulos de corte, se hacen más 

aparentes las variaciones en reactividad y se observa que el lote tratado con la 

combinación de inhibidores presenta mayor reactividad a la presentada por el lote 

con PMSF. A pesar de lo anterior, ninguno de estos dos lotes presenta reactividad 

significativamente diferente a la presentada por el extracto sin inhibidores. En el caso 

de la prueba de ELISA, es necesario tomar en cuenta que ésta tiene títulos de corte, 

a partir de los cuales, una muestra es considerada reactiva o no reactiva. Esta 

prueba fue calibrada con fines diagnósticos con antígenos y sueros de procedencia 

mexicana, los títulos de corte se ubican para sueros reactivos en 0.180 (D.O.), con 

una zona gris entre 0.160 y 0.179 D.O. y no reactivo menor a 0.160; en la gráfica 5 

se presentan los resultados obtenidos para la reactividad del suero bajo, se observa 

que los lotes SI y PMSF presentaron reactividades que disminuyeron gradualmente 

de los valores de reactividad a través de zona gris e incluso hacia valores no 

reactivos, a diferencia del lote con la combinación de inhibidores, el cual siempre se 

conservó dentro de valores de reactividad. Este comportamiento es de especial 

interés para los objetivos de este trabajo ya que la finalidad es mejorar estos 

reactivos con fines diagnósticos para el país ya que para que un procedimiento de 

diagnóstico serológico sea confiable debe presentar buena sensibilidad y 

especificidad.  

 

En el presente trabajo se corrobora la factibilidad de conservar muy buena 

reactividad antigénica de un extracto durante un año por medio del uso de una 

combinación de inhibidores de proteasas, aún cuando se reporta en la literatura la 

degradación de estos reactivos antigénicos en tiempos menores a 3 meses incluso 

con el empleo de inhibidores de proteasas y su almacenamiento a baja temperatura 

(-20º C) (De Lima, 2001). 

 

Este trabajo plantea la posibilidad de continuarlo después del año para determinar 

hasta cuando se conservan las reactividades antigénicas aceptables, especialmente 

relacionadas con la prueba de ELISA indirecta. A partir de los resultados obtenidos 

en este trabajo se generan nuevas preguntas como sería la velocidad de 
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degradación proteica ante diferentes condiciones de temperatura en relación a la 

infraestructura presentada en los diferentes centros de diagnóstico que serían a -20º 

C (congelación), 4º C (refrigerador y cámaras frías para transporte de biológicos) y 

temperatura ambiente lo que nos permitiría determinar si el uso de inhibidores podría 

conservar las cualidades de estos reactivos antigénicos en condiciones que permitan 

su transporte para el empleo en laboratorios alejados de las grandes ciudades del 

país con infraestructuras limitadas. 

 

En el presente trabajo es posible confirmar que para mantener la cantidad y calidad 

proteica de un extracto antigénico es necesario tomar medidas que prevengan su 

degradación; sin embargo, no existe una metodología bien estandarizada que pueda 

ser empleada universalmente para estos fines, puesto que cada sistema celular 

presenta diferentes problemáticas por lo que se requiere el estudio individual de cada 

sistema. En este caso el lote tratado con PMSF mostró no ser efectivo para su uso 

en la metodología de extracción empleada y el tratado con una combinación cuyos 

inhibidores fueron seleccionados con base en las proteasas reportadas en la 

literatura para este parásito mostró ser muy eficaz. 

 

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, existe la motivación para 

continuar profundizando con los objetivos aquí planteados y que sería relacionarlos 

básicamente a protocolizar algunas variantes como el realizar los experimentos por 

duplicado y medir actividad enzimática, lo cual permitiría un análisis estadístico más 

profundo. 
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9. CONCLUSIONES 
 
El extracto tratado con PMSF, mostró una efectividad menor a la presentada por el 

control. Probablemente la causa sea un incremento en la actividad proteolítica que 

con las pruebas realizadas en este trabajo no es posible corroborarlo. 

 

El lote tratado con la combinación de inhibidores mostró mayor efectividad al 

conservar una buena reactividad del extracto antigénico, en comparación con el 

control y el tratado con PMSF. 

 

El empleo de inhibidores de proteasas propició efectos positivos al mantener una 

buena calidad de los extractos antigénicos, como ocurrió en el extracto tratado con la 

combinación de inhibidores. En el caso del uso del PMSF se apreciaron efectos 

negativos que provocaron la degradación proteica del extracto antigénico. 

 

En el presente trabajo se propone el empleo de una combinación de inhibidores, 

seleccionados con base en las proteasas existentes en T. cruzi para su empleo en 

extractos antigénicos para la detección de anticuerpos específicos en procedimientos 

serodiagnósticos a tiempos prolongados. 
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10. PERSPECTIVAS 
 

Existen otras posibilidades para continuar estudiando los componentes de estos 

extractos antigénicos, sus proteasas y otros inhibidores que podrían emplearse. Se 

podría conocer el o los tipos de proteasas que se encuentran en los extractos 

obtenidos, si la actividad proteolítica predominante correspondiera a cisteína 

proteasas, como se ha reportado en otros extractos de este mismo parásito (De 

Lima, 1999) y así, determinar el tipo inhibidor que se requeriría específicamente. 

Para profundizar en el estudio de las proteasas y sus inhibidores, se requeriría 

realizar caracterizaciones bioquímicas a los antígenos con diferentes sustratos para 

detectar actividades proteolíticas (Wilk, 2000), uno para cada inhibidor, además de 

diversas combinaciones de los mismos con sus respectivos controles debidamente 

protocolizados. 

 

Otro aspecto de interés, sería el determinar las proteasas que se presentan con 

estos procedimientos de extracción para ser comparados con los de otras cepas y 

aislados y determinar si existe alguna relación entre la presencia y cantidad de 

proteasas con las virulencias y patrones anatomoclínicos observados en diversas 

cepas, aislados y clonas referidos en la literatura y así, contribuir a un conocimiento 

mas profundo no sólo de la biología del parásito, sino de las diferencias 

intraespecíficas del mismo. Existen algunos trabajos, relacionados con inhibidores de 

proteasas, particularmente la cruzipaína, donde se plantea la factibilidad del uso de 

inhibidores específicos para proponer otras alternativas en la terapéutica 

farmacológica contra la enfermedad de Chagas. 
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