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1. RESUMEN 
 

La enfermedad de Chagas representa un importante problema de salud en 

nuestro país. En la fase aguda de la enfermedad, la infección puede 

diagnosticarse mediante métodos parasitológicos; sin embargo, en la fase crónica, 

los métodos serológicos son la principal herramienta de diagnóstico. Entre éstos 

métodos, el Western blot es una técnica que permite la identificación de proteínas 

parasitarias inmunogénicas en los hospederos infectados. 

 

El objetivo del presente trabajo fue identificar las proteínas inmunogénicas del 

aislado ITRI/MX/1991/TQ de Trypanosoma cruzi y producir anticuerpos 

policlonales afines a estas; para lo cual se utilizaron epimastigotes en medio de 

cultivo axénico y se obtuvo el extracto proteico. Los componentes fueron 

separados por electroforesis y luego transferidos a una membrana de nitrocelulosa 

para realizar el Western blot de 35 sueros de pacientes positivos a T. cruzi, 35 

sueros de pacientes negativos y 12 con infección de Leishmania spp. Se 

identificaron 11 componentes (250, 140, 84, 75, 68, 40, 38, 34, 27, 26 y 25 kDa) 

reconocidos por más del 50% de sueros positivos, cuatro de los cuales (27, 34, 38 

y 40 kDa) mostraron un reconocimiento de 97, 100, 100 y 100%, respectivamente. 

Los componentes de 27 y 34 kDa fueron aislados a partir de la membrana de 

nitrocelulosa y se inocularon por separado en conejos para producir anticuerpos 

policlonales. Los anticuerpos policlonales específicos contra componentes de T. 

cruzi tienen un empleo potencial en pruebas diagnósticas. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
2.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS 
 

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, fue 

descubierto en 1909 por el Doctor Carlos Chagas, en Lassance, Minas Gerais, 

Brasil, quien describió la morfología y el ciclo de vida del parásito en huéspedes 

vertebrados e insectos transmisores y realizó observaciones del curso de la 

infección en animales de laboratorio y en personas infectadas (Chagas, 1909). 

 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana se encuentra 

ampliamente distribuida en el Continente Americano, desde el sur de los Estados 

Unidos hasta Chile y Argentina y, en algunos países de las Antillas (Guzmán-

Marín et al., 1999). 

 

Estimaciones de la Organización Panamericana de la Salud indican que 

cerca de 7.7 millones de personas están infectadas y el 20% de la población de 

América Latina (109 millones de personas) está en riesgo de contraer la infección. 

En México se estiman 1 100 000 personas infectadas y que el 28% de la población 

se encuentra en riesgo de infección (OPS, 2006). A partir de 1993, el Banco 

Mundial considera la Enfermedad de Chagas, como la enfermedad parasitaria más 

importante de América, en términos de años de vida ajustados por discapacidad 

(AVAD) que se pierden a causa de la infección (World Bank, 1993). 
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2.2. AGENTE ETIOLÓGICO 
 
2.2.1. Clasificación taxonómica (Levine, 1989)  
 

Reino   Protista                                                             

Subreino   Protozoa         

 Phylum  Sarcomastigophora       

       Subphylum  Mastigophora       

       Clase   Zoomastigophorea       

       Orden   Kinetoplastida       

   Familia   Trypanosomatidae     

                   Género   Trypanosoma      

              Especie   Trypanosoma cruzi   

 

2.2.2. Biología de Trypanosoma cruzi 

 

 T. cruzi es un protozoario flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida, 

cuyos miembros se caracterizan por presentar un cinetoplasto constituido por 

material genético extranuclear, que se encuentra albergado dentro de su única 

gran mitocondria. Durante su ciclo de vida se pueden identificar tres estadios 

morfológicos principales (Fig. 1), que se diferencian entre sí por la posición del 

cinetoplasto en relación al núcleo  (Souza, 2002): 

 Amastigote: Forma semiesférica de 2-4 µm de diámetro, no presenta flagelo 

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

bastoncillo. Es la forma replicativa intracelular en los vertebrados (De Haro, 

1995). 

 Epimastigote: Forma delgada de 20 µm de longitud y 2-5 µm de diámetro con 

el cinetoplasto anterior al núcleo. El flagelo emerge del cinetoplasto y forma 

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

parásito. Se encuentran en el intestino del hospedero invertebrado y en la 

fase de crecimiento de cultivos axénicos (Souza, 2002; Alves y Colli, 2008). 
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 Tripomastigote: Tiene el cuerpo alargado en forma de “S” o “C”, mide 25 µm 

de longitud y 2 µm de diámetro. El cinetoplasto está localizado posterior al 

núcleo. A partir del cinetoplasto emerge la membrana ondulante que recorre 

lo largo del cuerpo del parásito saliendo libre en la porción anterior en forma 

de flagelo. No realizan división celular. Es la forma infectiva y se encuentra 

en la ámpula rectal y heces del hospedero invertebrado (tripomastigote 

metacíclico) y en la sangre del hospedero vertebrado (tripomastigote 

sanguineo) (Souza, 2002). 

 
 

 

 Figura 1. Principales estadios morfológicos de T. cruzi. Donde C-cinetoplasto,      

M-mitocondria,  RE-retículo endoplásmico,  N-núcleo, G-aparato de Golgi,    

MT-microtúbulos y  F-flagelo. (Cortesía: Dra. Paz María Salazar Schettino) 

 

 

T. cruzi comprende poblaciones de aislados que circulan entre insectos 

vectores, hombre y reservorios tanto domésticos como selváticos; su 

heterogeneidad ha sido ampliamente estudiada por métodos biológicos, 

bioquímicos y moleculares (Guzmán-Marín et al., 1999; Rassi et al., 2010). Estos 

estudios han agrupado poblacionales de T. cruzi, definiendo un número de 

subgrupos relevantes. Así, en la literatura encontramos subgrupos con distinta 

denominación, como zimodemos (Miles y cols, 1977), eschizodemas (Morel et al., 

1980), biodemas (Andrade, 1974), clonets (Tibayrenc y Ayala, 1991), linajes 
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(Souto et al., 1996), clados (Kawashita et al., 2001) y unidades discretas de 

clasificación (DTUs) (Tibayrenc, 1998).  

Actualmente se ha llegado a un consenso sobre la nomenclatura 

intraespecífica de los subgrupos genéticos de T. cruzi  en el cual se clasifican seis 

unidades discretas de tipificación (DTU’s, por sus siglas en inglés), T. cruzi I-VI, 

identificadas por un triple ensayo de rDNA PCR y PCR-RFLP de los loci HSP60 y 

GPI (Zingales et al., 2009). 

 

 

2.2.3. Ciclo de vida 

El protozoario T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo, en el que están 

involucrados el hombre, el artrópodo transmisor y un gran número de reservorios 

mamíferos (Fig. 2).  

 

En el ciclo de vida de T. cruzi, el triatomino se alimenta de sangre de un 

mamífero infectado, donde ingiere tripomastigotes sanguíneos. Una vez dentro del 

insecto, los tripomastigotes se transforman en epimastigotes y se multiplican en la 

luz del intestino donde se unen a la membrana perimicrovellosa, proceso que 

involucra la participación de glicoconjugados de superficie de las membranas, así 

como a los  glicoinositolfosfolípidos (GIPSs) del parásito. En el transcurso de 15 a 

30 días, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes metacíclicos en la 

ampolla rectal, salen junto con las heces y al tener contacto con el vertebrado, 

pueden atravesar la piel, mucosas o ingresar por el sitio de picadura. Dentro del 

mamífero, los tripomastigotes se internalizan en las células nucleadas, formando 

una vacuola parasitófora. En el ambiente ácido de la vacuola, el parásito secreta la 

proteína lítica TcTox, que junto con la actividad de la trans-sialidasa del parásito, 

ocasionan la ruptura de la vacuola. Una vez libre en el citoplasma, los 

tripomastigotes se transforman en amastigotes, que se multiplican por fisión 

binaria longitudinal y después de nueve ciclos de división, se diferencian en 

tripomastigotes sanguíneos, que lisan la célula huésped y se diseminan a través 
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del torrente circulatorio, donde pueden alcanzar nuevas células o ser ingeridos por 

otro artrópodo transmisor (UNAM/SS, 2006; Lima et al., 2010; Souza, 2010).  

 

 
Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi. Los tripomastigotes sanguíneos son ingeridos por el vector al 

alimentarse de mamíferos infectados (1). Los parásitos se transforman en epimastigotes y se 

multiplican en el intestino del invertebrado (2). En la ampolla rectal, los epimastigotes se 

transforman en tripomastigotes metacíclicos, que salen junto con las heces del vector y al estar en 

contacto con el vertebrado, pueden  atravesar la piel, mucosas o ingresar por el sitio de picadura 

(3). Dentro del mamífero, los tripomastigotes invaden las células nucleadas, donde se transforman 

en amastigotes (4). Los amastigotes se multiplican y después de varios ciclos, se diferencian en 

tripomastigotes sanguíneos, lisan la célula huésped (5) y se diseminan en el organismo a través 

del torrente circulatorio, por el cual pueden alcanzar nuevas células o ser ingeridos por otro 

artrópodo transmisor (6) (UNAM/SS, 2006; Guzmán-Marín et al., 1999). Imagen tomada de: 

http://www.who.int/tdr/diseases/Chagas/lifecycle.htm 

 
 
 
 
 
 

http://www.who.int/tdr/diseases/Chagas/lifecycle.htm
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2.3.  VECTOR 

2.3.1. Clasificación taxonómica (Schofield, 1994) 
Reino   Animalia                                                               

Phylum  Arthropoda              

 Clase   Insecta         

      Orden  Hemiptera         

           Familia   Reduviidae        

          Subfamilia Triatominae        

 
 

2.3.2. Biología del vector 
T. cruzi es transmitido de forma natural a los seres humanos y a más de 

150 especies de animales domésticos y silvestres, por los redúvidos hematófagos 

de la subfamilia Triatominae, que cuenta con 18 géneros y 138 especies 

reportadas. 

Los triatominos al igual que todos los hemípteros, 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 

inmaduros. 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. A pesar de que más de 130 especies han sido 

identificadas, no todos son vectores competentes de T. cruzi. 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, 2006).  

México tiene una gran diversidad de triatominos, con 32 especies 

transmisoras de T. cruzi reportadas, divididas en ocho géneros: Triatoma, Meccus, 

Panstrongylus, Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma y Rhodnius 

(Salazar et al., 2010).  
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En la incidencia por transmisión vectorial en México, se estima que las 

especies del complejo phyllosoma (que incluye a las especies Triatoma 

longipennis, T. picturata, T. mazzottii, T. phyllosoma y T. mexicana) son 

responsables del 67%, T. barberi del 3%, Triatoma dimidiata del 21%, T. 

gerstaeckeri del 7% y el resto de las especies de 2% (Ramsey et al., 2003). 

 

 

   
                      A               B                      C                   

Figura 3. Algunos triatominos transmisores de T. cruzi en México:            
A)Triatoma barberi         B)Triatoma dimidiata     C)Meccus pallidipennis 

(Cortesía: Laboratorio de Biología de Parásitos, Fac. de Medicina, UNAM) 

 

 

2.4.  MECANISMOS DE TRANSMISIÓN Y DE INFECCIÓN 
 

La infección por T. cruzi en el humano puede ser adquirida por diversos 

mecanismos, el más importante en salud pública es la forma natural por las heces 

del triatomino infectado; sin embargo, el parásito también puede ser transmitido 

por otros mecanismos como: transfusión de sangre o sus componentes, 

transplante de órganos o médula ósea (Rassi et al., 2010), transmisión vertical  

(Chagas connatal), que ocurre por vía transplacentaria, neonatal o por ingestión 

de leche materna. También ocurren brotes de la enfermedad de Chagas aguda 

debido a la transmisión por ingestión de alimentos o bebidas contaminadas con 

materia fecal de triatominos, ingesta de artrópodos infectados o consumo de carne 

cruda de reservorios o alimentos contaminados con secreciones de marsupiales 
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infectados (Wendel, 1992; Manoel-Caetano y Silva, 2007). Finalmente, la infección 

por accidentes de laboratorio también ha sido documentada. (OMS, 2000). 

 

 

2.5. EPIDEMIOLOGÍA 
 

La enfermedad de Chagas afecta de 8 a 12 millones de personas, se 

concentra principalmente en las áreas rurales y urbanas más pobres de América 

Latina, representando uno de los problemas de salud más serios en la región, 

donde más de 100 millones de personas están en riesgo de contraer la infección 

(OPS/OMS, 2006; Manoel-Caetano y Silva, 2007). 

 

En los últimos 25 años se han implementado algunos programas para el 

control de la transmisión vectorial, como son la Iniciativa del Cono Sur, la Iniciativa 

de los países Andinos, la Iniciativa Centroamericana y la Iniciativa de los países 

Amazónicos. Como resultado de los programas mencionados, la transmisión por el 

vector Triatoma infestans ha sido erradicada en Uruguay (1997), Chile (1999), 

Brasil (2006) y en Guatemala (2009) (Lescure et al., 2010). Estos programas, 

aunados al tamizaje en los bancos de sangre, han reducido la carga de la 

enfermedad de Chagas en América Latina (Rassi et al., 2010). 

 

La enfermedad de Chagas originalmente se encontraba confinada a las 

áreas rurales donde ocurre la transmisión a través del vector; sin embargo, 

actualmente la transmisión se ha extendido a países en los que la enfermedad no 

es endémica. La migración de personas infectadas plantea un problema de salud 

pública, incluso, en países, como Estados Unidos, Canadá y la Unión Europea, en 

los cuales se han reportado casos de transmisión de T. cruzi por productos 

sanguíneos y trasplante de órganos, lo que obliga a los países no endémicos a 

establecer medidas de prevención y control (Rassi et al., 2010; OMS, 2005). En la 

figura 4 se muestra el flujo migratorio de individuos de América Latina al resto del 

mundo. 
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Actualmente, en la mayoría de los países de América Latina se ha 

establecido por ley la obligatoriedad de que los bancos de sangre dispongan de 

sistemas de tamizaje para prevenir la transmisión de T. cruzi por medio de las 

transfusiones; sin embargo, algunos países aún no decretan la obligatoriedad para 

el diagnóstico y tamizaje a nivel nacional (OMS, 2005). 

 
Figura 4. Flujo migratorio desde América Latina. El grosor de las flechas indican la 

cantidad de migrantes desde América Latina, donde la enfermedad de Chagas es 

endémica. Las cifras indican el número de inmigrantes calculado en cada país, mientras 

que la  población infectada con T. cruzi se ha estimado con base en la prevalencia de la 

infección en el país de procedencia, y corresponde de 1067 casos en Australia (2005-

2006), 1218 casos en Canadá (2001), 6823 casos en España (2005), de 38 777 a 339 

954 casos de inmigrantes legales en Estados Unidos (1981-2005) y de 33 193 a 336 097 

casos de inmigrantes ilegales en Estados Unidos (2000). Tomado de Schmunis, 2007. 
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2.6. CUADRO CLÍNICO 

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

aguda, crónica asintomática (indeterminada) y crónica sintomática. 

 

La fase aguda comienza cuando T. cruzi entra en el organismo humano. En 

el caso particular de transmisión por el vector puede observarse una reacción local 

en el portal de entrada del parásito que produce malestar general, en ocasiones se 

observa en la piel (chagoma) o vía la membrana mucosa ocular (signo de 

Romaña) (Fig. 5) (OMS, 2002; Rassi et al., 2010). Esta fase es usualmente 

asintomática (solo 1-2% de los individuos presentan síntomas). Cuando los 

síntomas ocurren incluyen: fiebre, crecimiento de nódulos linfáticos, 

hepatomegalia, esplenomegalia, seguido de vómito, diarrea y anorexia. Las 

manifestaciones clínicas declinan después de 4-8 semanas (OMS, 2000). 

 

Aproximadamente  60- 70% de las personas infectadas nunca desarrollarán 

la enfermedad. Estos pacientes tienen la forma crónica asintomática o 

indeterminada de la enfermedad de Chagas, la que se caracteriza por: examen 

serológico positivo y/o demostración parasitológica, electrocardiograma (ECG) 

normal y examen radiológico normal (Teixeira, 2006). 

 

El resto de los pacientes (30-40%) subsecuentemente desarrollarán la 

forma crónica sintomática (Fig. 6), principalmente con manifestaciones cardiacas 

(Fig. 6-A), digestivas (Fig. 6-B,C) o cardiodigestivas, que ocurren usualmente 10-

30 años después de la infección inicial (Rassi et al., 2010). 
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Figura 5. Signo de Romaña. Cuando la entrada del 

parásito ocurre por la mucosa ocular, en ocasiones se 

puede observar el edema bipalpebral unilateral de la 

fase aguda de la enfermedad de Chagas. (Cortesía: 

Laboratorio de Biología de Parásitos, Fac. Medicina, 

UNAM). 

 

Figura 6. En la fase crónica sintomática de la enfermedad de Chagas 

las complicaciones son principalmente cardiacas y digestivas. En la 

imagen se muestra: A) Miocarditis, B) Megaesófago y C) Megacolon. 

(Cortesía: Dra. Paz María Salazar Schettino). 
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2.7. PATOGÉNESIS 
 

Se han propuesto dos teorías para explicar la patogénesis de las lesiones en 

la enfermedad de Chagas: 

 

2.7.1. Teoría de la Persistencia parasitaria 
 

Esta hipótesis surge como un mecanismo que explica el daño tisular crónico 

al demostrar material genético del parásito en tejidos de animales infectados 

(Gutiérrez et al., 2009). La persistencia parasitaria y compuestos derivados de 

éste en el humano puede llevar a la ruptura mecánica de las células del hospedero 

parasitadas y la subsecuente inflamación (Teixeira et al., 2006). 

 

2.7.2. Teoría de la Autoinmunidad 
 
La teoría de la autoinmunidad deriva de la gran respuesta inflamatoria 

encontrada en estados avanzados de la enfermedad, aún en ausencia de 

parásitos (Gutiérrez, 2009). Así también, por la presencia de anticuerpos y células 

autorreactivas, y mimetismo molecular entre componentes del hospedero y del 

parásito (Dutra et al., 2005). 

 

Las dos teorías no son mutuamente exclusivas y en particular, el perfil 

clínico de cada individuo es el resultado de un conjunto de interacciones 

complejas, entre las cuales se encuentran el fondo genético del hospedero, los 

factores ambientales y sociales y la composición genética del parásito, todo lo cual 

se complica en las infecciones mixtas y las re-infecciones. 
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2.8. DIAGNÓSTICO 
 
 La finalidad del diagnóstico es la detección de individuos infectados, lo cual 

permite establecer medidas terapéuticas y desde el punto de vista epidemiológico, el 

monitoreo de programas sanitarios para la detección, vigilancia y control del 

padecimiento (UNAM-SSA, 2006). Varios métodos han sido de utilidad en el 

diagnóstico de esta enfermedad. 

 

2.8.1. Métodos parasitológicos 

 Estos métodos están basados en la detección del parásito completo y son de 

utilidad en la fase aguda de la enfermedad de Chagas, cuando la parasitemia es 

elevada y constante. Los más empleados son; examen directo, gota gruesa y frote 

sanguíneo, los cuales presentan una sensibilidad de 50% durante esta fase. 

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

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

(UNAM-SSA, 2006). 

 

2.8.2. Métodos inmunológicos 

Durante la fase crónica (sintomática y asintomática) la parasitemia suele ser 

baja e incluso indetectable, por lo que la herramienta que permite demostrar la 

infección por este parásito es, principalmente, la detección de anticuerpos anti- T. 

cruzi específicos (Flores- Chávez et al., 2010). 

 

Para el diagnóstico de la infección por T. cruzi, la OPS/OMS, define para la 

confirmación del diagnóstico la demostración de resultados concordantes de al 

menos dos técnicas inmunológicas con principios distintos y recomienda 

especialmente el uso de las siguientes pruebas: inmunoensayo enzimático (ELISA 

indirecta) la cual detectan concentraciones muy bajas de anticuerpos y se 

consideran de más alta sensibilidad, además de la inmunofluorescencia indirecta 

(IFI) y la hemaglutinación indirecta (HAI) de reactividad intermedia (OMS, 2002). 
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Una variedad de antígenos recombinantes se han propuesto para optimizar 

el tamizaje en la enfermedad de Chagas. Sin embargo, la variación en 

sensibilidad, especificidad, preparación antigénica y estandarización de los 

reactivos y procedimientos reportados por varios laboratorios da un porcentaje 

considerable de resultados insatisfactorios que requieren ser confirmados por 

otros métodos (Gomes et al., 2004). Estos antígenos presentan una alta 

especificidad, pero se recomienda que se utilicen en paralelo con pruebas que 

empleen antígenos crudos para evitar perder sensibilidad (Da Silveira y cols., 

2001). 

 

2.8.3. Métodos de diagnóstico molecular 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es la herramienta más 

usada como método de diagnóstico molecular para detectar la presencia del 

parásito, con la ventaja de que aún cuando se encuentre en pequeñas cantidades, 

el ADN del parásito se puede amplificar. Estos ensayos han utilizado gran 

variedad de iniciadores para amplificar diversos genes: desde el ADN del 

cinetoplasto, fragmentos de genes nucleares, como secuencias nucleares 

repetitivas, una secuencia que codifica a una proteína flagelar y combinaciones de 

secuencias en PCR multiplex. Esta metodología ha resultado efectiva en la 

detección de casos humanos agudos y crónicos, así como para determinar la 

infección de vectores. Sin embargo, las dificultades para establecer 

procedimientos estándares y asegurar la sensibilidad del diagnóstico 

parasitológico con PCR han propiciado el uso generalizado del diagnóstico 

serológico para detectar la infección humana (López-Ordóñez, et al., 2009).  
 

2.9. TRATAMIENTO 
 

Dos medicamentos han sido utilizados para el tratamiento etiológico de la 

enfermedad de Chagas: un nitrofurano, el Nifurtimox (Nfx) y un nitroimidazol, el 

Benznidazol (Bz). 
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El uso de estos medicamentos en la fase aguda de la enfermedad es 

ampliamente aceptada, ya que la efectividad de estos medicamentos es mejor 

para las formas extracelulares de T. cruzi que en las formas intracelulares del 

parásito (Castro et al., 2006). Ambos medicamentos tienen efectos secundarios 

que incluyen anorexia, pérdida de peso, náusea, vómito, excitación nerviosa, 

insomnio, depresión, convulsiones, vértigo desequilibrado, desorientación, olvido, 

parestesia, adinamia, fenómeno acústico e intolerancia al alcohol (Castro et al., 

2006). 

 

La dosis recomendada de Benznidazol es de 5-10 mg/kg/día y la de 

Nifurtimox 15 mg/kg/día, en una duración de 60 días (Rassi et al., 2010). 
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3. ANTECEDENTES 
 

3.1. WESTERN BLOT EN EL DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR T. cruzi 

El Western blot (Wb), también conocido como inmunoblot, es un 

procedimiento descrito por Towbin et al., en 1979 para transferir las proteínas 

separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida, a una membrana 

adsorbente. Las proteínas transferidas representan una réplica exacta del gel y es 

el primer paso para una gran variedad de experimentos. El empleo subsecuente 

de pruebas con anticuerpos dirigidos contra las proteínas unidas a la nitrocelulosa 

ha revolucionado el campo de la inmunología. El Western blot ofrece las 

siguientes ventajas específicas: (a) la membrana es fácil de manipular, (b) las 

proteínas inmovilizadas en la membrana son accesibles a diferentes ligandos, (c) 

sólo una pequeña cantidad de reactivos se requieren para el análisis de la 

transferencia, (d) el almacenamiento de la membrana con la proteína unida puede 

ser por periodos largos de tiempo y (e) la misma proteína transferida puede ser 

usada para múltiples análisis (Kurien y Scofield, 2005). 

 

El Wb ha sido utilizado para detectar anticuerpos específicos contra T. cruzi 

presentes en el suero de pacientes infectados. Esta técnica ha sido empleada por 

diversos grupos de investigación como prueba confirmatoria, especialmente en 

casos dudosos, por lo que el reto ha sido identificar antígenos de diagnóstico 

específicos, como a continuación se menciona:  

 

O´Daly y cols., en 1994, encuentran que el extracto total de la cepa Y, 

revelado con sueros chagásicos reconoce 18-20 bandas, siendo los componentes 

de 42 y 50 kDa los más reconocidos con 100 y 64% de frecuencia, 

respectivamente. El patrón de bandeo no se repitió en dos sueros. Mientras que, 

al utilizar proteínas de superficie de la misma cepa, se observan cinco bandas de 

115, 94, 88, 85 y 70 kDa, siendo las de 85 y 70 kDa las más frecuentes. En 1996, 

Umezawa y cols., utilizaron antígenos de excreción-secreción de tripomastigotes 

(TESA) de la cepa Y de T. cruzi en el Western blot (TESA blot), para evaluar la 
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técnica en las fases aguda y crónica de la enfermedad, así como en la forma 

congénita; los antígenos de 130-200 kDa fueron reconocidos por los sueros de 

pacientes infectados, con la banda de 150-160 kDa altamente reactiva por los 

sueros de pacientes crónicos y el criterio de positividad utilizado fue la reactividad 

con estos componentes. En otro estudio, utilizando un extracto semipurificado de 

la cepa Y, se realizó Wb con sueros de pacientes chagásicos, sueros de pacientes 

sanos, sueros de pacientes con resultados discordantes y sueros de pacientes con 

patologías distintas, los resultados reportaron una sensibilidad de 86.6% y una 

especificidad de 100%, considerando una reacción positiva la presencia de tres 

bandas de un grupo de siete (14, 19, 27, 30, 34, 37 and 75 kDa). Los autores 

proponen al Wb como un buen método de confirmación de la enfermedad de 

Chagas (Reiche y cols., 1998). De Lima y cols. (2001), utilizaron extractos de 

epimastigotes, tripomastigotes metacíclicos y amastigotes de la cepa EP, que al 

revelarse con sueros de pacientes chagásicos, identificaron cinco antígenos 

inmunodominantes en epimastigotes (66/64, 60/57, 53/51, 50/48 y 47/57 kDa.), 

tres en los metacíclicos (66, 62/58 y 53/51) y cinco en amastigotes (66, 60, 58, 

53/51 y 47/45). En el 2006, Berrizbeitia y cols., utilizaron antígenos TESA, 

purificados por cromatografía de afinidad de las cepas Tulahuen y Brazil. En el 

resultado de Wb, en ambas cepas se reconocieron las bandas de 170, 120, 85 y 

60 kDa, detectadas con sueros de pacientes chagásicos. 

 

En México, también se han realizado distintos estudios serológicos 

empleando Wb para la identificación de antígenos de T. cruzi de importancia 

diagnóstica, utilizando extractos de cepas aisladas en México y sueros de 

pacientes mexicanos. 

 

Monteón y cols., en 1993 utilizaron extractos proteicos preparados con 

epimastigotes de cuatro distintos aislados mexicanos de T. cruzi (Agripina, Fidelfa, 

Ninoa y Cocula) que fue evaluado en el Wb con sueros de pacientes chagásicos 

crónicos, con reconocimiento de las bandas de pesos moleculares 81 kDa, 54 

kDa, 42 kDa, y 26 kDa. En 1999, Bucio y colaboradores caracterizaron extractos 
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de epimastigotes, tripomastigotes y esferomastigotes de las cepas Querétaro, 

Tequesquitengo y Yucatán, donde identificaron cinco componentes específicos de 

T. cruzi, de 74, 44, 31, 25 y 18 kDa, reconocidos por sueros de pacientes con la 

infección. Estos antígenos no presentaron reacción cruzada con Leishmania 

mexicana. En el 2001, Sánchez y cols. emplearon extractos de epimastigotes de 

las cepas Ninoa, Querétaro y Mor 10 e identificaron 12 proteínas reconocidas por 

sueros de pacientes chagásicos, siendo las de 30, 32, 40, 42, 65, 70 y 83 kDa los 

antígenos inmunodominantes y con buenos resultados en el diagnóstico de la 

infección en la fase crónica asintomática y sintomática de la enfermedad de 

Chagas. En el mismo año, Rangel-Flores y cols. identificaron dos proteínas de 

relevancia inmunogénica de 40 y 74 kDa en un extracto de epimastigotes de la 

cepa Ninoa, reconocidas por el 56 y 86% de sueros de pacientes infectados. 

Mientras que Lozano, en el 2009, mediante Wb y utilizando tripomastigotes de las 

cepas Ninoa y Querétaro (QRO) identificó 8 antígenos inmunodominantes 

compartidos por las dos cepas, de 110, 83, 74, 72, 70, 35, 32 y 26 kDa, además 

de 2 antígenos específicos para la cepa Ninoa, de 80 y 95 kDa y uno específico 

para la cepa QRO, de 34 kDa, los cuales fueron reconocidos por sueros de 

pacientes en fase crónica asintomática y sintomática de la enfermedad de Chagas. 

 

3.2. ANTÍGENOS DE T. cruzi  

T. cruzi es altamente inmunogénico y presenta una amplia oferta antigénica 

para el huésped vertebrado, con proteínas localizadas en su membrana celular, 

cuya presencia e inmunogenicidad pueden variar en los diferentes estadios del 

ciclo de vida del parásito; sin embargo, ninguno de los estadios presenta 

antígenos fuertemente inmunodominantes y a diferencia de otros 

tripanosomátidos, T. cruzi no presenta mecanismos de variación antigénica (Bua 

et al., 1990; De Lima, 2001).  

 

Dentro de las principales glicoproteínas que cubren la superficie de todos los 

estadios morfológicos de T. cruzi, se han identificado moléculas denominadas 

proteinas tipo mucina, que se encuentran unidas a glicosilfosfatidilinositol y ricas 
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en residuos Thr y Ser. Las mucinas en T. cruzi tienen un papel crucial en la 

protección del parásito, infectividad y modulación de la respuesta inmune del 

hospedero. Además, se ha observado la variación de las mucinas de superficie 

durante el ciclo de vida de T. cruzi (Buscaglia et al., 2004).  

 

Otra de las principales proteínas de superficie de T. cruzi es la transialidasa, 

molécula que transfiere residuos de ácido siálico de los glicoconjugados del 

hospedero a las mucinas del parásito. Además, la transialidasa está involucrada 

en procesos de unión a receptores celulares de mamíferos, en mecanismos de 

invasión al hospedero y evasión de la respuesta inmune (Buscaglia et al., 2006). 

 
3.3  DESARROLLO DE HERRAMIENTAS DIAGNÓSTICAS 
 

En T. cruzi  se ha reportado la detección de antígenos circulantes libres o 

en complejos inmunes en muestras de suero y orina (Katzin et al., 1989; García-

Escalante et al., 1996), por lo que la detección de antígenos de T. cruzi en fluidos 

corporales, haciendo uso de anticuerpos monoclonales o policlonales junto con la 

caracterización de antígenos de T. cruzi y el desarrollo de herramientas 

diagnósticas es un campo de interés (García-Escalante et al., 1996). Además, las 

aplicaciones de los anticuerpos policlonales en medicina humana o veterinaria 

representa una valiosa herramienta en la identificación, localización y purificación 

de moléculas biológicas de interés (Knudsen, 1985).  

 

La obtención de anticuerpos policlonales específicos contra componentes 

inmunodominantes de T. cruzi puede permitir el desarrollo de pruebas 

diagnósticas. 

 

3.3.1. Introducción a los anticuerpos policlonales 
 
 En una respuesta inmune típica se activan, proliferan y diferencian sólo las 

células B que poseen los receptores específicos para los determinantes 



 

21 
 

antigénicos, bajo la influencia de diversas citocinas producidas por células T 

cooperadoras. Parte de cada clon expandido madura hacia células plasmáticas, 

que producen inmunoglobulinas IgM, con baja afinidad. Durante la inmunización 

continua, parte de la población activa se convierte en células de memoria y 

producen inmunoglobulinas de tipo gamma, debido al cambio (“switch”) de clase y 

la mutación somática en los genes. Frente a un nuevo encuentro con el antígeno, 

se seleccionarán las células de memoria que confirieron una mayor afinidad al 

receptor; por lo tanto se activan subclones de la estirpe original que han sido 

favorecidos por las mutaciones ocurridas en las regiones V. La inmunización 

repetida actúa como ciclos progresivos de mutación somática de las células de 

memoria producidas por el inóculo anterior, con posterior selección de los 

subclones con receptores de mayor afinidad. La respuesta de anticuerpos frente a 

la inmunización con un antígeno complejo está formada por los subproductos de 

un número variable y siempre cambiante de clones de linfocitos B (respuesta 

policlonal) (Gavilondo-Coeley, 1995). 

 
3.3.2. Producción de anticuerpos policlonales 
 

Es difícil obtener anticuerpos específicos contra proteínas presentes en bajas 

cantidades, especialmente si se encuentran en mezclas complejas de proteínas; 

las principales razones son la baja cantidad de proteína disponible después de un 

proceso de purificación clásico y la baja pureza de éstas. Un método sencillo de 

inmunización consiste en la purificación de una proteína presente en un extracto 

crudo mediante electroforesis, corte del componente deseado y la inoculación en 

el animal (Boulard y Lecroisey, 1982); sin embargo, este método presenta algunos 

inconvenientes tanto en la purificación del componente antigénico, así como del 

daño tisular en los animales, atribuido a la presencia de SDS y acrilamida (Diano 

et al.,1998). Estos componentes pueden ser eliminados por electroelución de la 

muestra, sin embargo una gran cantidad de proteína se pierde en el proceso.  

Otra alternativa de inmunización reportada en la literatura, consiste en 

transferir las proteínas separadas en el gel a una matriz de nitrocelulosa y escindir 
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de ahí el componente deseado. La nitrocelulosa con la proteína adherida es 

fácilmente disuelta en dimetilsulfóxido (DMSO), para ser utilizada en la 

inmunización (Knudsen, 1985).  

 

3.3.3. El conejo como modelo en la producción de anticuerpos policlonales 
 

El conejo es una de las especies animales más utilizada para la producción de 

anticuerpos, debido a la conveniencia por su tamaño, fácil manipulación y 

sangrado, así como su tiempo de vida (5-8 años), que permite producir volúmenes 

de anticuerpos adecuados de alta titulación, gran afinidad y antisuero precipitante 

(Stills, 1991).  
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4. JUSTIFICACIÓN 

 Debido a la importancia en salud pública que representa la enfermedad de 

Chagas en México, América Latina y actualmente en países no endémicos, su 

correcto diagnóstico resulta de gran valor. Las pruebas serológicas 

convencionales han sido ampliamente utilizadas para tamizaje con resultados de 

sensibilidad y especificidad variables por lo que se requiere optimizar pruebas 

confirmatorias con alta sensibilidad y especificidad, como señala la Organización 

Mundial de la Salud. 

 

 La técnica de Western-blot resulta una buena opción para la confirmación 

diagnóstica y permite identificar componentes inmunogénicos específicos de T. 

cruzi a partir del reconocimiento por sueros de pacientes infectados. 

 

 La obtención de anticuerpos contra componentes específicos resultaría una 

valiosa herramienta para el desarrollo de pruebas diagnósticas, así como en el 

estudio de la biología de T. cruzi y la interacción con sus hospederos. 
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5. HIPÓTESIS 
  
 Si a partir de un extracto antigénico de T. cruzi identificamos  las principales 

proteínas inmunogénicas, la obtención de anticuerpos policlonales específicos 

contra éstas podrá ser de utilidad para detectar la infección por este parásito. 
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6. OBJETIVOS 
 
6.1. Objetivo general 
   
 A partir de un extracto antigénico del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi, 

identificar las principales proteínas inmunogénicas y obtener anticuerpos 

policlonales específicos contra éstas. 

 
6.2.  Objetivos particulares 
 

 Identificar el patrón electroforético del extracto antigénico del aislado 

ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. 

 
 Discriminar de entre los diversos componentes aquellos que sean de utilidad 

diagnóstica en la infección por T. cruzi, mediante la técnica de Western blot. 

 

 Producir anticuerpos policlonales específicos contra algunos componentes 

en modelo de conejo. 
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7. METODOLOGÍA  
 
7.1. Obtención del extracto parasitario 

7.1.1. Parásitos 

Se utilizó el aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi, obtenido 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.  

 

7.1.2. Expansión parasitaria 

La expansión parasitaria se realizó en medio de cultivo Infusión de hígado y 

triptosa (LIT) suplementado al 5% con suero fetal bovino inactivado. Se realizaron 

pases semanales en medio LIT, incubados a 28°C durante todo el proceso. Para 

definir las fases de crecimiento, se realizó la cuantificación parasitaria cada cuatro 

días en cámara de Neubauer durante 19 días. La cosecha se realizó al inicio de la 

fase estacionaria de crecimiento. 

 

7.1.3. Extracción antigénica 

 Para la obtención de los extractos antigénicos se siguió la siguiente 

metodología, descrita por Bucio en 1999: 

a) Cosecha, lavado y cuantificación de la masa parasitaria. Se realizaron 5 

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 2500 

g durante 20 min a 4°C; los sobrenadantes fueron desechados en cada paso.  

b) El concentrado parasitario se resuspendió en Tris HCl 50 mM pH 7.4 con 

CHAPS (3-[(3-colamidopropil) dimetil ammonio]-1-propansulfonato) 10 mM 

(Sigma).  

c) La lisis de los parásitos se realizó por sonicación mediante un procesador 

ultrasónico Vibra Cell- 7 pulsos de 1 min/ 40 watts, 70 de amplitud, y se 

centrifugó a 43 000 g. 

d) Se obtuvo la fracción soluble y se almacenó a -40°C hasta su uso. 
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7.1.4. Cuantificación de proteínas totales 

La cuantificación de proteínas se realizó por el método del ácido 

bicinconínico, compuesto capaz de formar un complejo púrpura intenso con iones 

Cu1+ previamente unidos a enlaces peptídicos en medio alcalino. Se empleo el 

reactivo comercial BCA Protein Assay Kit de Pearce. Se realizó una curva patrón 

de albúmina sérica bovina en un rango de 0 a 2000 µg/µL, diluida en PBS pH 7.2. 

Tanto la curva patrón como las muestras se colocaron por triplicado en una 

microplaca de poliestireno de 96 pozos. La lectura de la densidad óptica se midió 

en un espectrofotómetro para microplaca con filtro de 580 nm y las 

concentraciones finales se calcularon por regresión lineal con base en los valores 

de densidad óptica obtenidos en la curva patrón de la Albúmina sérica bovina. 

 
7.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

(SDS-PAGE) 

La separación por peso molecular de los componentes del extracto 

antigénico se realizó en condiciones reductoras por electroforesis en geles 

discontinuos de poliacrilamida con gel concentrador al 5% y gel separador con 

distintas concentraciones de poliacrilamida, que fueron de 7.5%, 10%, 12.5% y 15%, 

como se muestra en la tabla 1, agregando 50 µg de proteína del extracto proteico 

en cada carril, siguiendo en términos generales la metodología descrita por Laemmli 

en 1970, en un equipo de electroforesis Bio Rad® (Mini Protean III Cell) a una 

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

una fuente depoder Bio-Rad. Se usó amortiguador de corrimiento constituido 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 1:3 con un amortiguador comercial Bio Rad y β-mercaptoetanol 

y luego sometidas a ebullición en baño de agua por 5 minutos. 

 

Se emplearon marcadores de peso molecular comerciales con rango de 10 a 

250 kDa de Bio-Rad. Los geles obtenidos fueron teñidos con azul de Coomassie 
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Bio Rad durante 1 hora en agitación ligera y desteñidos con agua destilada. Se 

seleccionó la concentración de poliacrilamida que permitiera la mejor separación 

de los componentes del extracto proteico.   

 
Tabla 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Gel de separación Gel concentrador 

[Gel] 7.5% 10% 12.5% 15%  5% 

Acrilamida/Bis 

(mL) 

3.75 5 6.25 7.5 (µL) 425 

Agua (mL) 7.25 6 4.75 3.5 (mL) 2.275 

Tris HCl 5M  

pH 8.8 (mL) 

3.75 3.75 3.75 3.75 

 

Tris HCl 1M 

pH 6.8 (µL) 

400 

SDS 10% (µL) 150 150 150 150 (µL) 31.25 

   

  
7.3. Obtención de pesos moleculares de los componentes del extracto 

proteico 

Los pesos moleculares se obtuvieron mediante el análisis de un gel de 

poliacrilamida al 12.5%, con distintas cantidades del extracto proteico en cada 

carril, desde 5 µg hasta 45 µg, teñido con azul de Coomassie. Para el análisis se 

utilizó el software Quantity One de Bio Rad. Se seleccionó aquella concentración 

proteica en la cual las bandas del extracto proteico se observaran definidas. 

 

7.4. Inmunoblotting (Western-blot) 

Se siguió en términos generales los lineamientos descritos por Towbin en 1979. 

Después de realizar la electroforesis, se realizó la transferencia de las proteínas del 

gel resultante a membranas de nitrocelulosa en un aparato Bio Rad (Semy-dry 

Transfer cell), a una diferencia de potencial constante de 15 volts durante 30 

minutos. Una vez hecha la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue 

bloqueada con PBS pH 7.2/Tween 20 0.3%/leche semidescremada 5% durante 2 

horas a temperatura ambiente (TA) en agitación ligera. Posteriormente  se 

realizaron 3 lavados (PBS pH 7.2/Tween 20 0.3%) y se incubó el suero humano 
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control (+) en dilución 1:100, 1:200, 1:300 y 1:500, y el suero humano control (-) en 

dilución 1:100, a 4°C en agitación ligera durante toda la noche. Se realizaron 3 

lavados y posteriormente se incubó con el anticuerpo anti-IgG humana conjugado 

a peroxidasa (Invitrogen) en dilución 1:20000, durante 2 hrs en agitación ligera a 

TA. Se realizaron 5 lavados y la reacción se reveló agregando una solución  de 

peróxido de hidrógeno y DAB (3,3’ Diaminobenzidina) en PBS pH 7.2 y 

manteniéndola en oscuridad durante 15 minutos. La reacción se frenó con agua 

destilada. Las membranas fueron secadas y guardadas a temperatura ambiente. 

Se seleccionó la dilución de suero control (+) con reactividad apropiada para 

identificar los componentes inmunogénicos del extracto de T. cruzi, la cual se 

utilizó para los sueros humanos posteriores. 

 

7.5. Sueros humanos 
          

Se utilizaron 35 sueros positivos (+) y 35 sueros negativos (-) pertenecientes 

a la seroteca del Laboratorio de Biología de Parásitos, procedentes de diferentes 

áreas geográficas del país. Los sueros presentaron un serodiagnóstico 

concordante en pruebas realizadas por el Instituto “Dr. Mario Fatala Chabén” de 

Argentina (Centro de Referencia OPS/OMS) y por el Laboratorio de Biología de 

Parásitos de la Facultad de Medicina de la UNAM con las técnicas de ELISA, HAI, 

IFI y el reactivo comercial “CHAGATEK” ELISA.  

Para evaluar la reacción inmunológica cruzada se utilizaron once sueros de 

pacientes con leishmaniasis, cinco con leishmaniasis cutánea localizada y seis con 

leishmaniasis cutánea diseminada, proporcionados por la Dra. Ingeborg Becker, 

del Departamento de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, UNAM. 

 
7.6. Obtención de anticuerpos policlonales 

 
7.6.1. Conejos 

Se utilizaron 2 conejos hembra raza Nueva Zelanda, de 3 kg cada una, 

proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Medicina. 
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7.6.2. Elección de antígenos para la inmunización 

Se eligieron dos de los principales componentes inmunodominantes del 

aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi , que corresponden a los componentes de 27 

y 34 kDa, para el protocolo de inmunización. La selección de estos dos 

componentes se debe a que de los cuatro componentes con mayor 

reconocimiento por los sueros positivos, son los dos que mejor se observan en el 

Wb. 

  
7.6.3. Preparación del inóculo 
 

Se diseñó un protocolo de inmunización basado en la inoculación del 

antígeno unido en la membrana de nitrocelulosa (Knudsen,1985). Los márgenes 

de las membranas fueron revelados en Western blot con un suero humano 

positivo para identificar la posición de las bandas de interés (inmunodominantes), 

mientras que el resto de la membrana fue teñido con rojo de Ponceau. Las bandas 

se escindieron con ayuda de un bisturí y fueron diluidas en dimetil sulfóxido 

(DMSO). A esta solución, se agregó un volumen igual de adyuvante completo de 

Freund, para la primera inmunización y adyuvante incompleto en las 

inmunizaciones posteriores. 

 
7.6.4. Inmunización y obtención de sueros de conejo 

Los conejos Nueva Zelanda fueron inmunizados en 4 ocasiones a intervalos 

de 15 días vía subcutánea en 3 sitios distintos con el inóculo arriba descrito. La 

toma de sangre periférica se realizó por punción de la vena marginal de la oreja, 

siguiendo el mismo calendario que las inmunizaciones. La toma de sangre final se 

realizó por punción cardiaca y los conejos fueron sacrificados con anestésicos 

inhalables. 

 

La sangre colectada se centrifugó a 1000 g durante 15 minutos y los sueros 

obtenidos se rotularon y guardaron a -40°C hasta su uso. 
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Como suero control (-) se utilizaron los sueros pre inmunes de cada conejo, 

mientras que el suero control (+) fue proporcionado por el Laboratorio de Biología de 

Parásitos, Facultad de Medicina, UNAM y pertenece a un conejo inmunizado con 

parásitos completos del mismo aislado (ITRI/MX/1991/TQ). 

 

El manejo de los conejos se apegó a las consideraciones éticas establecidas 

en la Norma Oficial Mexicana NOM- 062- ZOO- 1999. 

 

7.7. Western blot de sueros de conejo 

 Se siguió el mismo procedimiento de electroforesis del extracto proteico, 

transferencia y bloqueo de sitios inespecíficos previamente descrito y se realizó el 

reto con los sueros de conejo, en dilución 1:100 y 1:200. Para revelar la unión Ag-

Ac, se utilizó Proteína A unida a peroxidasa en dilución 1:5 000. 
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8. RESULTADOS 
 
8.1. SDS-PAGE del extracto proteico 
 
 La separación de los componentes del extracto proteico en el gel de 

poliacrilamida al 7.5%, 10%, 12.5% y 15% se observa en la figura 7.  

 
  
 
 
 
 

 Como se observa en la figura 7, el gel con concentración de poliacrilamida al 

12.5% es el que presenta la mejor separación del marcador de peso molecular y 

del extracto proteico parasitario, ya que en los geles de menor concentración de 

acrilamida (7.5% y 10%, respectivamente) se pierden rápidamente los 

componentes de bajo peso molecular, mientras que en los geles de acrilamida al 

Figura 7. Separación de los componentes del extracto proteico del aislado 
ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi en electroforesis en gel de poliacrilamida: A) al 7.5%, B) 
10%, C) 12.5% y  D) 15%, teñido con azul de Coomassie. El carril 1 corresponde al 
marcador de peso molecular, mientras que el carril 2 al extracto proteico del aislado 
ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. Los marcadores de pesos moleculares se observan a la 
izquierda de cada gel. 
 



 

33 
 

15%, los marcadores de peso molecular y los componentes del extracto de T. 

cruzi no se separan lo suficiente a lo largo del gel. 

 Por lo anterior, el análisis del patrón electroforético del extracto proteico de T. 

cruzi (ITRI/MX/1991/TQ) se realizó en gel de poliacrilamida al 12.5%, el cual se 

muestra en la figura 8. La concentración en que las bandas proteicas se observan 

definidas es de 20 µg por carril. 

 
Figura 8.  Análisis de los componentes proteicos 

del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi por el 

software Quantity One (Bio Rad). Separación de 

los componentes mediante electroforesis en gel 

de poliacrilamida al 12.5%, teñido con azul de 

Coomassie. El carril 1 corresponde a 20 µg del 

extracto proteico parasitario, mientras que el 

carril 2 corresponde al marcador de peso 

molecular. Las flechas en azul indican los pesos 

moleculares de las bandas más intensas. 

 

 

 
 
 
 
 

 
 Se registró un total de 33 bandas proteicas comprendidas en un rango de 10 

a más de 250 kDa, donde destacaron las bandas de 48, 50, 38, 89 y 96 kDa. 

En el patrón electroforético del extracto se observan diferencias en cuanto a 

la intensidad de las bandas detectadas, siendo las que más se observan las del 

rango de 38 a 100 kDa. 
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8.2. Western blot de sueros humanos 
 
La reactividad en el Wb del suero humano control (+) en diferentes diluciones 

se observa en la figura 9. 

 
 

 

 

 

 

Figura 9. Western blot de los sueros humanos control (+). Suero control en dilución: A)1:100, 
B)1:200, C)1:300 y D)1:500. Los números indican las concentraciones proteicas por pozo 
donde: 1)5µg, 2)10 µg, 3)15 µg, 4)20 µg y 5)25 µg. Se realizó electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecil sulfato de Sodio al 12.5%, del extracto proteico total de las formas 
epimastigotes del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. La prueba se reveló con un 
anticuerpo anti-IgG humana unida a peroxidasa. El cromógeno utilizado fue 3,3’ 
Diaminobencidina (DAB), en PBS pH 7.2, en presencia de H2O2., MPM=Marcadores de peso 
molecular. 
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Reactividad de los 35 sueros de pacientes positivos en la prueba de Western 

blot (Figura 10). 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 10. Western blot de los 35 sueros humanos positivos (numerados del 1-35). Se realizó 
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de Sodio al 12.5%, del extracto proteico total 
de las formas epimastigotes del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. La cantidad de proteína es de 20 
µg/pozo, mientras que la dilución del suero es de 1:200. La prueba se reveló con un anticuerpo anti-IgG 
humana unida a peroxidasa. El cromógeno utilizado fue 3,3’ Diaminobencidina (DAB), en PBS pH 7.2, 
en presencia de H2O2., MPM=Marcadores de peso molecular. Las flechas indican las principales 
bandas inmunogénicas. 
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Reactividad de los sueros de pacientes negativos en la prueba de Western blot 
(Figura 11). 

 
 
 

 

 

 

Figura 11. Western blot de sueros humanos negativos (C y D, sueros numerados 36-70) y sueros 
control positivo (suero 71) y control negativo (suero 72).Se realizó electroforesis en gel de poliacrilamida 
con dodecil sulfato de Sodio al 12.5%, del extracto proteico total de las formas epimastigotes del aislado 
ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. La cantidad de proteína es de 20 µg/pozo, mientras que la dilución del 
suero es de 1:200. La prueba se reveló con un anticuerpo anti-IgG humana unida a peroxidasa. El 
cromógeno utilizado fue 3,3’ Diaminobencidina (DAB), en PBS pH 7.2, en presencia de H2O2. 
MPM=Marcadores de peso molecular. 
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8.3. Reactividad del Western blot de sueros humanos 

La reactividad en la prueba de Western blot (Wb) contra las diversas bandas 

del extracto antigénico del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi por el panel de 

sueros positivos se muestra en la Tabla 2. 

 

 

 

 

Reactividad de los sueros de pacientes con leishmaniasis en la prueba de Western blot 
(Figura 12). 
 

Figura 12. Western blot de sueros humanos con leishmaniasis (E, sueros numerados del 1-11). 
Los sueros de pacientes con Leishmaniasis cutánea localizada son los: 5,6,7,8 y 11, mientras 
que los de leishmaniasis cutánea diseminada con los de 1,2,3,4,9 y 11.Se realizó electroforesis 
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de Sodio al 12.5%, del extracto proteico total de las 
formas epimastigotes del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. La cantidad de proteína es de 
20 µg/pozo, mientras que la dilución del suero es de 1:200. La prueba se reveló con un 
anticuerpo anti-IgG humana unida a peroxidasa. El cromógeno utilizado fue 3,3’ 
Diaminobencidina (DAB), en PBS pH 7.2, en presencia de H2O2 . MPM=Marcadores de peso 
molecular. 
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Tabla 2. Reactividad en el Western blot del extracto de T. cruzi (ITRI/MX/1991/TQ) por los 
35 sueros de pacientes positivos a la infección. Las bandas que obtuvieron las 
frecuencias más altas se muestran en rojo. 
 

Peso 
molecular 

  

Frecuencia 
de cada 
banda 

Porcentaje 
de cada 

banda (%) 

Peso 
molecular 

  

Frecuencia 
de cada 
banda 

Porcentaje 
de cada 

banda (%) 
250 kDa 26 74 34 kDa 35 100 
192 kDa 1 3 31 kDa 1 3 

166 kDa 1 3 30 KDa 4 11 

140 kDa 28 80 29 KDa 1 3 

128 kDa 12 34 28 kDa 17 49 

100 kDa 2 6 27 KDa 35 100 
95 kDa 2 6 26 kDa 22 63 

90 kDa 2 6 25 kDa 28 80 

89 kDa 1 3 24 kDa 1 3 

84 kDa 20 57 23 kDa 4 11 

75 kDa 32 91 22 kDa 14 40 

71 kDa 10 29 21 kDa 17 49 

68 kDa 28 80 20 kDa 17 49 

62 kDa 4 11 19 kDa 3 9 

56 kDa 2 6 18 kDa 13 37 

50 kDa 1 3 17 kDa 1 3 

46 kDa 2 6 15 kDa 12 34 

44 kDa 1 3 14 kDa 5 14 

43 kDa 9 26 13 kDa 2 6 

42 kDa 2 6 12 kDa 5 14 

40 kDa 34 97 11 kDa 7 20 

38 kDa 35 100 10 kDa 1 3 
 
 
 

En el Western blot, la dilución del pool de sueros positivos (suero control) 

que presentó el mayor reconocimiento de los antígenos del extracto parasitario fue 

la de 1:200 (Fig. 9, B). En prueba de Wb, los sueros de pacientes positivos a la 

infección por T. cruzi reconocen en promedio 15 componentes y presenta un 

patrón de reactividad muy diverso, que abarca un amplio rango de pesos 

moleculares desde 10 a más de 250 kDa. La intensidad y frecuencia de cada 

banda proteica individual es variable; sin embargo, se observa un patrón de 
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bandeo compartido en todos los sueros positivos (Fig. 10). En estos sueros, los 

componentes de pesos moleculares de 250, 140, 84, 75, 68, 40, 38, 34, 27, 26 y 

25 kDa presentan una frecuencia de reconocimiento superior al 50%, dentro de los 

cuales, los polipéptidos de 27, 34, 38 y 40 kDa, tuvieron las frecuencias más altas, 

con 100, 100, 100 y 97%, respectivamente (Tabla 2), por lo que constituyen los 

componentes inmunogénicos más relevantes del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. 

cruzi. 

En el panel de sueros negativos (Fig. 11, tiras 36-70), se observó una 

reactividad inespecífica contra algunos componentes (5 componentes por suero 

en promedio) de T. cruzi, destacando los de 95, 73, 39 y 21 kDa, con frecuencias 

de reconocimiento de 37, 37, 37 y 40%, respectivamente.  

Los sueros de pacientes con leishmaniasis  tuvieron reacción cruzada con 

algunos componentes del extracto de T. cruzi (Fig.12). El 90% de estos sueros fue 

reactivo a algún componente, de los cuales, 40% reconoció más de cinco 

antígenos, el 30% dos antígenos y el 30% restante un solo antígeno. 

Se identificaron un total de 24 bandas antigénicas que reaccionaron con los 

sueros de pacientes con leishmaniasis. De las proteínas que presentaron reacción 

cruzada, las de 20, 22, 24, 25, 26, 28, 31, 44, 46 y 100 kDa presentaron los 

mismos pesos moleculares reconocidos por sueros de pacientes chagásicos. 

 
 

8.4. Establecimiento de los criterios de positividad para el Western blot 
 

 Basándonos en los resultados obtenidos en el Western blot de los 35 sueros 

de los pacientes positivos, 35 sueros de pacientes negativos y los 11 sueros de 

pacientes con leishmaniasis, se estableció que un suero será considerado positivo 

cuando reconozca al menos tres componentes de los que presentaron una 

frecuencia de reconocimiento superior al 50% por los sueros de pacientes 

positivos, que corresponden a  los de 250, 140, 84, 75, 68, 40, 38, 34, 27, 26 y 25 

kDa, exceptuando las de 25 y 26 kDa, ya que presentaron cruce inmunológico con 

sueros de pacientes con infección de Leishmania spp.  
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8.5. Anticuerpos policlonales 

 
8.5.1. Western blot de sueros de conejo 

Se realizó la prueba de Western blot con el extracto del aislado 

ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi, utilizando los sueros obtenidos de los conejos para 

monitorear la producción de anticuerpos contra el componente inoculado. La 

reactividad serológica de los sueros policlonales de conejo contra los 

componentes de T. cruzi se observa en la Figura 13. La dilución de suero es de 

1:100 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

En la prueba de Wb de los sueros de conejo con el extracto proteico de T. 

cruzi, el suero del conejo 1 reconoció un componente de 34 kDa (Fig. 13, tira C), 

mientras que el suero del conejo 2 reconoció uno de 27 kDa (Fig. 13, tira H), 

componentes con peso molecular equivalente al de las bandas con que fueron 

inmunizados. Sin embargo, en la prueba de Wb también se observa la reacción 

Figura 13. Western blot de los sueros de los conejos. Se realizó la 
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de Sodio al 12.5%, 
del extracto proteico de las formas de epimastigotes del aislado 
ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi. Sueros del conejo 1 (A-D), del conejo 2 (E-H) 
y Control positivo (I). Las tiras A y E son los sueros preinmunes de cada 
conejo, mientras que B,C,y D, así como F, G y H son los sueros obtenidos 
cada 15 días para monitorear la producción de anticuerpos contra el 
componente inoculado. La prueba se reveló con Proteína A unida a 
peroxidasa. Como cromógeno se utilizó 3,3’ Diaminobencidina (DAB), en 
PBS pH 7.2, en presencia de H2O2. MPM=Marcador de peso molecular. Las 
flechas indican el peso molecular de las bandas obtenidas en la 
inmunización de los conejos. 
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cruzada de los sueros preinmunes de los conejos contra algunas bandas del 

extracto parasitario. El suero preinmune del conejo 1 (Fig. 13, tira A) tuvo reacción 

cruzada con los componentes de 90, 76, 66, 58 y 44 kDa, mientras que el suero 

preinmune del conejo 2 (Fig. 13, tira E) reaccionó con una banda de 38 kDa. 
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9. DISCUSIÓN 
 

 Los componentes del aislado ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi han mostrado una 

buena reactividad en ensayos inmunoenzimáticos, por lo cual fue utilizado en el 

presente trabajo (Bucio et al., 1999). 

 

 El patrón electroforético del extracto se realizó en el gel de poliacrilamida al 

12.5% (Fig. 7, C), ya que permite observar la distribución de la mayor parte de los 

componentes, a diferencia de concentraciones de acrilamida menores, como la de 

7.5% y 10% (Fig. 7, A y B), donde no se observan los componentes de bajo peso 

molecular. Por otro lado, al utilizar concentraciones de acrilamida al 15% (Fig.7, 

D), los componentes del extracto no se separan lo suficiente para ser analizados.  

 

 La cantidad de proteínas del extracto parasitario que se decidió utilizar fue la 

de 20 µg/pozo (Fig. 8), ya que es la que permitió la visualización de mayor 

cantidad de componentes definidos. 

  

 En el análisis proteico en SDS-PAGE (Fig. 8), se observaron 33 bandas 

proteicas en un rango de 10 a más de 250 kDa, destacando las de 38,48, 50, 89 y 

96 kDa, lo cual concuerda con los trabajos de O´Daly y cols. (1994) y Bucio, en 

1999. Así también, se observan tenues bandas de bajo peso molecular, que 

concuerda con De Lima y cols. (2001), quienes reportan un bandeo polipeptídico 

de epimastigotes entre 205 y 14 kDa. 

 

 La dilución de suero utilizado para la prueba de Wb se definió realizando 

diferentes diluciones de un pool de sueros positivos (Fig. 9) y un suero negativo. 

Se seleccionó la dilución en la cual se observaron la mayor cantidad de 

componentes (Fig. 9, B), correspondiente a 1:200. El suero control (-) no presentó 

reactividad contra algún componente. Finalmente, la dilución del segundo 

anticuerpo (anti-IgG humana conjugada a peroxidasa) se utilizó en una dilución 
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previamente estandarizada en el laboratorio de Biología de Parásitos, de la 

Facultad de Medicina. 

 

 En los resultados del Wb de los sueros humanos, el panel de sueros 

positivos a T. cruzi presentó reactividad con 48 componentes distintos, de los 

cuales, once presentaron una frecuencia de reconocimiento superior al 50%. En 

este análisis, resulta interesante la presencia de tres componentes con un 

reconocimiento del 100% y uno con el 97%, que son los de 27, 34, 38 y 40 kDa, 

respectivamente. Algunos de los componentes encontrados coinciden con 

algunas proteínas reportadas en la literatura. Uno de estos es el de 75 kDa 

reportada por Nogueira y cols. como la principal glicoproteína en epimastigotes y 

tripomastigotes de cultivo axénico (Nogueira y cols., en 1981; Nogueira y cols., 

1982). Starfstein y cols. encontraron una proteína de 25 kDa en la superficie de 

epimastigotes y la proponen como candidata en el serodiagnóstico de esta 

enfermedad (Scharfstein et al.,1983; Scharfstein et al.,1985). O´Daly y cols. 

(1994) reportaron una proteína de membrana de 85 kDa frecuentemente 

detectada en la cepa Y con sueros de pacientes infectados. Reiche y cols, (1998), 

consideran de relevancia diagnóstica a los componentes de 27, 34 y 75 kDa. 

Bucio y cols, en 1999, reportaron cinco componentes de importancia diagnóstica, 

entre ellos los de 25 kDa y otro de 74 kDa. Un componente de 40 kDa es 

reportado en epimastigotes la cepa Querétaro (Sánchez y cols., 2001) y en 

epimastigotes de la cepa Ninoa (Rangel-Flores y cols., 2001). También, Silber y 

cols, en 2002 reportaron una proteína de 67 kDa (llamada LLGP-67), la cual ha 

sido ligada al proceso de invasión de epimastigotes a células endoteliales. En el 

mismo año, De Lima y cols., identificaron varios componentes de los 

tripomastigotes que reaccionan con sueros de pacientes chagásicos, entre éstos, 

los de 42/40, 38/36 y 34/32 kDa. 

 

 Debido a la cercanía de los pesos moleculares reportados en trabajos 

previos con los que aquí reportamos, podría tratarse de los mismos componentes 

en el casos de los antígenos de 25, 27, 34, 38, 40, 68, 75 y 84 kDa. Sin embargo, 
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distintos perfiles antigénicos se han obtenido de los aislados de T. cruzi, que 

varían respecto de la metodología de extracción antigénica, por lo cual, es difícil 

establecer a los principales antígenos de T. cruzi. 

 

 Por otro lado, en el Western blot de los sueros de pacientes chagásicos, el 

patrón inmunogénico obtenido abarca el mismo rango de pesos moleculares al 

observado en el SDS-PAGE, siendo los componentes inmunogénicos principales 

los de 27, 34, 38 y 40 kDa. En el gel de poliacrilamida, el componente de 34 kDa 

es detectado como una banda muy delgada, patrón que también se observa en el 

Wb, mientras que el componente de 38 kDa se presenta como una banda definida 

con buena intensidad en ambos sistemas. Sin embargo, los componentes de 27 y 

40 kDa, que en el Western blot aparecen como bandas altamente reconocidas por 

la mayoría de los sueros positivos, en el patrón electroforético no se observan. En 

el análisis comparativo de los dos perfiles, se sugiere que la presencia de bandas 

en el gel teñido, pero ausentes en la membrana de nitrocelulosa revelada pueda 

deberse a la incapacidad inmunogénica de los componentes del parásito en los 

pacientes con la infección. Así también, las bandas obtenidas en el Wb, pero 

ausentes en el gel teñido, puede deberse a que los componentes se encuentren 

en cantidades tan bajas que escapan del límite de su detección en geles teñidos 

con azul de Coomassie, técnica con menor sensibilidad que el Wb. 

 

 Puesto que uno de los objetivos del presente trabajo fue reconocer la mayor 

cantidad de componentes inmunogénicos, la cantidad de proteínas empleada por 

pozo fue alta. Además, la cantidad de suero utilizado también puede estar en una 

concentración mayor a la adecuada. A esto puede deberse que el Wb de los 

sueros de individuos sanos presentaron reactividad cruzada contra algunos 

componentes del extracto. Estos sueros pertenecen a un panel en el que han sido 

caracterizados como seronegativos hasta por cinco pruebas serológicas distintas. 

No obstante, existe la posibilidad de que algunos anticuerpos reaccionaran contra 

epítopes de proteínas altamente conservadas, como pueden ser: miembros de la 

familia de las proteínas de choque térmico (HSPs, por sus siglas en inglés) o la 
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ubiquitina, que están presentes en muchos patógenos, como helmintos, 

protozoarios y bacterias (Kaufman, 1990; O´Daly et al., 1994). 

 

 Por otro lado, la reactividad observada en los sueros de pacientes con 

infección de Leishmania spp. contra componentes de T. cruzi  es esperada debido 

a la cercanía filogenética entre las dos especies de tripanosomátidos, además de 

que esta reactividad ha sido reportada en trabajos previos. En 1994, O´Daly y cols. 

utilizaron el extracto total de epimastigotes de la cepa Y en la prueba de Wb, 

donde varios antígenos de T. cruzi fueron reconocidos por los sueros de pacientes 

sanos, que reaccionaron contra bandas de 30-170 kDa, de pacientes con 

leishmaniasis, que reconocieron bandas de 30 a más de 100 kDa y pacientes con 

cardiomiopatías no chagásicas que reaccionaron contra bandas en un rango de 50 

a 120 kDa. En otro estudio en 1998, Reiche y cols. evaluaron el Wb como método 

de confirmación de la enfermedad de Chagas, utilizando un extracto de 

epimastigotes de la cepa Y. Muestras de suero de pacientes con otras 

enfermedades (toxoplasmosis, factor reumatoide, mononucleosis infecciosa, 

salmonelosis, citomegalovirus, entre otras) reaccionaron con algunos 

componentes de T. cruzi de 16 a 160 kDa, los sueros de pacientes con 

leishmaniasis reaccionaron contra algunas de 18 a 82 kDa, y los sueros negativos 

también reaccionaron contra bandas de 18 a 97 kDa. Sin embargo, de acuerdo al 

criterio de positividad utilizado en este trabajo, el número de bandas no fue 

suficiente para considerar a las muestras positivas, ya que la interpretación de los 

resultados se basó en el número de bandas reconocidas por los todos los sueros 

utilizados y en la frecuencia de reactividad de las proteínas, por lo que una 

muestra se consideró positiva cuando reconoció al menos cinco bandas de un 

grupo de 10, que fueron las que presentaron la mayor frecuencia de 

reconocimiento. En el 2001, Sánchez y cols., estandarizaron la técnica de Western 

blot con extracto de epimastigotes de la Querétaro de T. cruzi y utilizaron 22 

sueros de pacientes chagásicos crónicos sintomáticos y 35 sueros negativos. En 

la tira de nitrocelulosa se observó que algunos sueros negativos presentaron 

reacción cruzada con uno o dos componentes del extracto parasitario, los cuales 
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fueron excluidos de la lectura de la tira y la prueba se consideró positiva cuando al 

menos una banda específica fuera detectada, mientras que los sueros de 

pacientes con leishmaniasis también tuvieron reacción cruzada, en este caso,  con 

una banda de 40 kDa y otras mayores de 100 kDa.  Estos resultados nos muestra 

la reacción inmunológica cruzada entre los tripanosomátidos y en ocasiones, el 

reconocimiento inespecífico de sueros de personas sanas hacia componentes de 

T cruzi, tal como ocurrió en la prueba de Wb en el presente trabajo. 

 

 Debido a la reactividad incrementada en la prueba de Western blot arriba 

mencionada, el criterio de positividad está basado en el número y peso molecular 

de las bandas reconocidas por los sueros de pacientes positivos, negativos y que 

no presentan cruce con sueros de pacientes con leishmaniasis. En el presente 

trabajo, los sueros de pacientes positivos reconocieron 11 bandas con una 

frecuencia superior al 50%, todos estos sueros reconocieron al menos siete de 

estas bandas inmunogénicas y el 17% de los sueros reaccionó con las 11. Por 

otro lado, ninguno de los sueros de pacientes negativos reconoció tres de estas 

bandas inmunogénicas, por lo que, a pesar de su reactividad, de acuerdo al 

criterio de positividad utilizado, se consideran negativos a la infección.  

   

Ninguna prueba inmunológica convencional ni no convencional puede por sí 

sola establecer el diagnóstico de esta infección. La sensibilidad de la ELISA es 

superior respecto de otras pruebas serológicas, por lo que esta técnica es la más 

adecuada para realizar el tamizaje serológico de la infección por T. cruzi (Flores-

Chávez et al., 2009) y una combinación con una prueba confirmatoria no 

convencional con alta especificidad, como el Western blot, podrían ser una 

alternativa para el diagnóstico de rutina. 

 

 Por otro lado, el protocolo de inmunización empleado en este trabajo para la 

producción de anticuerpos policlonales, a través del antígeno unido en la 

membrana de nitrocelulosa, es una alternativa ventajosa respecto de la 

inmunización realizada con poliacrilamida, cuya principal desventaja radica en que 
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esta sustancia puede causar granulomas y abcesos en el sitio de inoculación de 

los animales. Asimismo, la técnica con acrilamida no siempre es exitosa debido a 

factores tales como la dificultad de disgregación de la acrilamida, dificultad de la 

proteína antigénica para difundirse en el gel y la presencia de SDS en grandes 

cantidades, que puede resultar en daño tisular y celular grave (Diano et al., 1998; 

Asai; 1993). Aunado a lo anteriormente descrito, durante el proceso de 

desteñimento del gel de acrilamida puede ocurrir la contaminación del antígeno de 

interés con otras proteínas del extracto, induciendo reacciones inmunes 

indeseadas en el suero final (Boulard y Lecroised, 1982). Por otro lado, la 

inmunización con el antígeno contenido en la membrana de nitrocelulosa permite 

ser localizado y aislado fácilmente, lo que permite un alto grado de pureza de la 

muestra, que es solubilizada rápidamente con DMSO, donde además, el antígeno 

puede ser recuperado e inyectado en su totalidad (Diano et al., 1998).  

 

Los resultados obtenidos en la inmunización demuestran una buena 

respuesta inmune en conejos inducida por la inoculación del componente 

parasitario unido a la membrana de nitrocelulosa. Además, se muestra un alto 

grado de pureza en el aislamiento de los componentes a partir de la membrana, lo 

cual permitió obtener anticuerpos contra los componentes parasitarios empleados 

en la inmunización. Esto se evidencia en el Wb, donde el último suero de cada 

conejo reconoce una banda parasitaria que presentan un peso molecular 

correspondiente con la banda con la que fueron inmunizados (Fig. 13, tiras D y H). 

Sin embargo, en el Wb también se observa la respuesta inmunológica cruzada de 

los sueros preinmunes de los conejos contra algunos componentes del extracto 

parasitario. Esto podría deberse a que el Wb es una técnica que presenta mayor 

sensibilidad respecto de otras pruebas de diagnóstico serológico, debido a que 

implica la desnaturalización de las proteínas, por lo que los determinantes 

antigénicos ocultos son expuestos en la prueba y pueden ser reconocido por 

algunos anticuerpos.  
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10. CONCLUSIONES 
 

En el presente trabajo se establecieron los criterios de positividad para la 

técnica de Western blot con el aislado mexicano ITRI/MX/1991/TQ de T. cruzi para 

ser usada como prueba de diagnóstico confirmatorio de la enfermedad de Chagas. 

 

Se identificaron los componentes del extracto proteico de T. cruzi con mayor 

frecuencia de reconocimiento por el panel de sueros de pacientes con la infección: 

27, 34, 38 (100%) y 40 kDa (97%). 

 

Se obtuvieron anticuerpos policlonales contra las proteínas de pesos 

moleculares de 27 y 34 kDa del extracto, los cuales presentan potencial  para su 

empleo en pruebas diagnósticas. 
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11. PERSPECTIVAS  
 

La estandarización de la técnica de Western blot realizada en el laboratorio de 

Biología de Parásitos, de la Facultad de Medicina de la UNAM, todavía requiere 

ser validada con una mayor cantidad de sueros y calcular los parámetros de 

sensibilidad, especificidad, valor pronóstico positivo y valor pronóstico negativo. 

De igual manera, sería recomendable para trabajos futuros probar diferentes 

diluciones del antígeno y sueros que permitan disminuir las reacciones cruzadas 

de sueros de individuos sanos y con leishmaniasis.  

 

 Debido a que las proteínas de 27, 34, 38 y 40 kDa fueron reconocidas por 

sueros de pacientes con la infección, resulta de interés realizar un reto con el 

parásito vivo a conejos inmunizados con las proteínas individuales o mezcladas, 

para conocer si alguna presenta actividad inmunoprotectora. 

 

 De igual manera es necesario aislar y caracterizar estos componentes para 

conocer su identidad, profundizar en cuanto a la función que desempeñan y su 

importancia en la interacción con los hospederos. 

 

 Resulta importante continuar identificando proteínas inmunogénicas 

específicas de T. cruzi que no presenten cruce Leishmania spp, con el propósito 

de obtener herramientas de mayor precisión en el diagnóstico de la enfermedad 

de Chagas. 
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