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RESUMEN 

En la enfermedad de Chagas se encuentran Involucradas una variedad de moléculas 

antlgénlcas que participan en los procesos de entrada del parásito a las células, su 

diseminación a los tejidos o la formacló~ de anticuerpos protectores. En este trabajo de 

Investigación se Identificó y purificó un antígeno de la cepa Nlnoa I. lllUI. La purificación 

se realizó por cromatografla de afinidad, utilizando un anticuerpo pollclonal producido en 

conejo. En un segundo paso de purificación se electroeluyó el antígeno correspondiente 

a Jos 65/60 kOA. Se determinó su peso molecular en electroforesis con geles de pollacrllamlda 

en condiciones reductoras mostrando un doblete de peso molecular de 65/60 y en condiciones 

no reductoras se encontró un poso molecular aproximado de 120 kDa. La proteína fue 

positiva a la reacción de Shlll-Pas. sugiriendo que se trata de una glucoproteína. Con la 

prueba de lnmunofluorescencla con anticuerpos pollclonales murlnos contra el antlgeno 

NI 65/60, se localizó el antlgeno en el Interior del parásito, posiblemente en el clnetoplasto. 

Al enfrentar el antlgeno NI 65/60 kOa, a sueros de enfermos chagáslcos crónicos, con 

la prueba de Western Blot se encontró que seis de ocho sueros analizados lo reconocieron

Así mismo, el antígeno fue reconocido por sueros de pacientes con leshmanlasls en sus 

dos formas. Dado los resultados anteriores el antígeno purificado podrla ser usado en la 

lnmunoprofllaxls contra ambos parásitos. 



1.INTRODUCCION 

1.1 BIOLOGIA DE Trvoanosoma =J. 

1.1.A Características generales. 

Trvoanosoma mm, es un parásito hemoflagelado que pertenece a la famllla Tripanosomaddae, 

tienen un ciclo de vida complejo que Involucra varios estadios en diferentes hospederos: 

un Invertebrado (Insecto), y un vertebrado preferentemente un mamífero, la fase lnfectlva 

del parásito vive en el Intestino posterior del vector o en la sangre y tejidos del mamífero 

(Cox, 1987). Todos los organismos que pertenecen a la familia tienen un solo núcleo, un 

flagelo que se origina del clnetosoma y que le sirve para Impulsarse y una membrana ondulante 

que surge del paquete flagolar. El blefaroplasto es una estructura que tiene DNA mltocondrlal 

y es característica del orden Klnetoplastlda al que pertenece aste parásito. Sólo se presente 

una mltocondrla de gran tamano con DNA en forma fibrilar que corre de la parte anterior 

a la posterior y un sistema de mlcrot1ibulos peliculares (Schmldt y Roberts, "1989; Perelra, 

1990). 

2 



1. 1 .e Claslflcacl6n (Levlne y col., 1980) 

Reino Protlsta 

Subreino Protozoa. 

Phylum Sarcomastlgophora. 

Clase Zoomastlgophorea. 

Orden Klnetoplastlda. 

Suborden Trypanosomatlna. 

Familia Trypanosomatldae. 

Género Trypanosoma. 

Trypenosome (Scblzotryoanum) .rogj. 

1.1.c Ciclo do vida. 

En el ciclo de vida se Incluye la descripción de los tres estadios generales de el parásito. 

Los trlpomastlgotes tienen un tamano de alrededor de 20µm de largo y 2µm de ancho 

y el clnetoplasto localizado posterior a el núcleo, este estadio se encuentra en los tejidos 

de los mamlferos y en sangre en clrculacl6n, en la chinche se localizan en la parte posterior 

del Intestino; este estadio es la fase lnfectlva en el ciclo de vida. Los amastlgotes son formas 

esferoides con un flagelo muy corto (Perelra, 1990) y se localizan dentro de las células 

en donde se replican. El eplmastigote tiene el cinetoplasto localizado anterior y muy cercano 

al núcleo, el organismo es fusiforme de 15 a 20µm de largo, este estadio se localiza en 

la parte anterior y media del Intestino del Insecto, los eplmastlgotes se reproducen por 

fisión binaria y mantienen la Infección en los trlatóminos (Noble y col., 1989). El ciclo de 
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vida comienza cuando el Insecto que es portador de L J:Il!l!, pica a un mamlfero para 

alimentarse y defeca (el parásito está contenido en las heces del Insecto); no todos los 

trlatómlnos defecan al mismo tiempo que se alimentan, en el caso de Bhwlnlwl l!ll2lllwJ 

y Il:ll!ll2míl ~lo hacen poco después de alimentarse, siendo asl los vectores más 

Importantes en la transmlclón del protozoario. En el caso de I· ™ Paratrlatoma ~ 

y L!.llml.l!IJU¡¡ lo hacen mucho tiempo después de que se alimentan, lo que los hace malos 

transmisores de la Infección (Velasco-Castrejón y col., 1991 ). La Infección se lleva a cabo 

por la acción abrasiva del mismo hospedero, los parásitos son llevados hacia mucosas 

oculares, nariz, boca, cortadas y al orificio hecho por la chinche al picar, los trlpomastlgotes 

se dirigen a las células más cercanas para Introducirse y transformarse en amastlgote en 

donde se multlpllcan y diferencian en trlpomastlgotes sangulneos, al salir de las células 

se transladan hacia otros tejidos y relnfectan otras células propagando la Infección en el 

hospedero. Cuando una chinche se alimenta de nuevo los trlpomastlgotes son reabsorbidos, 

migrando hacia el Intestino del Insecto donde se transforman en eplmastlgotas y se reproducen 

por fisión binaria; en su camino los eplmastlgotes se fijan a la parte final del Intestino y 

a la glándula rectal en don do se diferencian en trlpomastJgotes metaclcllcos para ser liberados 

cuando el Insecto defeque u orine, cerrando el ciclo de vida del parásito (Perelra, 1990). 

La fase de eplmastlgote no lnfectlva puede aislarse de la chinche y cultlvarse en condiciones 

de laboratorio para cualquier estudio del protozoario. Utilizando medios nutrlclonales que 

asemejan las condiciones del Insecto se puede lograr una transformación de eplmastlgote 

a trlpomastlgote, aúnque la lnfectlvldad de estos trlpo¡nastlgotes producidos "In vltro" 

puede variar. También el mantener a los parásitos en un medio axénlco como es el LIT 
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(Llver lnfuslon Trlptosa), por largos períodos de tiempo puede conducir a una nula 

transformación de un estadio a otro del parásito (Camargo, 1964; Hudson, 1981). 

1.1.D Heterogeneídad de las capas de J. i;ng]. 

Los datos de la biología del protozoario se han Incrementado de tal manera, que se ha 

visto que existen diferencias entre e lntra cepas, aislados y clonas (8ogllolo y Godfrey, 

1987). Por ejemplo las cepas de Brasil difieren de las encontradas en Argentina, (Tlbayrenc 

y col., 1986a) en crecimiento, transformación, virulencia e Infección. En personas que 

astan Infectados con L ~ varia la respuesta inmune y la· parasltemla. También se ha 

visto en Infecciones experimentales en ratones\' conejos que puede existir una variación 

en el tropismo de los trlpomastlgotes a Infectar diferentes órganos o tejidos (Miles y col., 

1977; Mllesycol., 1980; Fllntycol., 1984; Lanhamy col., 1981;Tlbayrencycol., 1986b; 

Bogllolo y Godfrey, 1987; Jacobson, Washburn y Khun. 1991). 

1.2 LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. 

1.2.A Generalidades de la enfermedad de Chagas. 

La enfermedad de Chagas fué descubierta por Carlos Chagas médico Brasilellodel Instituto 

de Mangulnhos (Hoy Instituto Oswaldo Cruz) en Lassangue, Minas. Gerals en 1909 en 

donde fue comisionado para realizar campañas de profilaxis contra el paludismo. Al visitar 

las casas de los pobladores observó que entre las grietas de las paredes había una gran 

cantidad de chinches, examinó su contenido Intestinal y observó organismos flagelados. 

Colectó varios de los artrópodos y los envio a su Maestro Oswaldo Cruz quien los Inoculó 
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a un mono~ ianlJ:illU¡¡, a su vez Chagas Infectó varios mamíferos, despub de 3 

o 4 semanas al observar su sangre periférica vio protozoarios flagelados; poco después 

revisó sangre humana y observó e los mismos flagelados e Identificó que eran tripanosomas 

diferentes a los que se hablan descrito. A el parásito lo llamo como su mentor Schlzotrvpamyn 

i;n,W, él describió las caracterlstlcas clínicas de la enfermedad y la morfologla de la etapa 

lnfactlva (Chagas, 1909). El ciclo da vida completo lo describió Brumpt (1912), los cambios 

patológlcosde la enfermedad fueronseilaladosporVlanna 11916) y Nelva (19131 describió 

a la chinche "barbelro". En 1930 el Argentino ljomafta describió el sitio de entrada ocular 

del parásito, hoy conocido como "signo de Romana", describió también a otros vectores 

diferentes a el "barbelro" y otros mamíferos hospederos de L J:lllli IKatz, Despommler 

y Gwadz, 1989). A partir del hallazgo de Carlos Chagas se continuaron los estudios, 

encontrando nuevos casos en los aílos subsecuentes, no sólo en Brasil, también en Argentina. 

El Salvador, Uruguay, Perú, Guatemala y Chllu, más recientemente en México y en los 

Estados Unidos debido a la gran cantidad da personas que Inmigran desde las áreas donde 

son Infectados (Klrchorff y Nava, 1983). 

1.2.8 Patología de fa enfermedad. 

1.2.8.a Entrada del parásito. 

La enfermedad comienza con la entrada del parásito, el cual puede producir el signo de 

Romaila o un chagoma. Las manifestaciones típicas son: fiebre, edema, Inflamación da 

ganglios, cambios electrocardlográflcos; pero en muchos da los casos son asintomáticos 

(Hudson, 1981). 
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1.2.B.b Fase águda. 

En la fase águda, los trlpomastlgotes se pueden encontrar en circulación. El Inicio de la 

fase águda es la entrada del parásito a las células y la transformación en amastlgotes, 

a esta etapa se le relaciona con los cambios en el funcionamiento del corazón y disturbios 

en el sistema nervioso central, esto último ~e ha demostrado al analizar el flufdo cerebroespinal 

en animales Infectados experimentalmente (Hudson y Brillen, 19851. Esta fase termina 

con una vigorosa respuesta Inmune, que abate la parasltemla a niveles no detectables, 

el tiempo de duración de esta etapa varia de 2 a 3 meses (Hudson y Brltten, 19851, ol 

porcentaje de mortalidad de esta fase es aproximadamente de un 10% (Schofield y Olas, 

1991), afectando más a niños menores de 4 anos y pacientes que son susceptibles: cuando 

la enfermedad es congénita el tiempo de vida del bebe es tan sólo de pocas semanas, 

muriendo el 100% de estos casos (Calderon y Do Fabro, 19831. En esta etapa se puede 

administrar quimioterapia utilizando: nltrolmldazole, nltrofuran, <ilfurtlmox: este tratamiento 

reduce la parasltemla, pero no la erradica. Tampoco se han hecho las pruebas suficientes 

para determinar sus contraindicaciones (Klrchoff y Neva, 1983; Hudson y Brltten, 1985; 

Perelra, 1990; De Castro y col., 19921. 

1.2.B.c Fase Indeterminada. 

El comienzo de la fase crónica puede variar, ya que la persona que esta Infectada puede 

presentar, un largo periodo de latencia por varios años, (Hudson y Brltten, 1985) permitiendo 

a muchos Individuos vivir por arriba de los 60 anos, de acuerdo a encuestas 

seroepldemlológlcasy seguimientos de los sfndromesde le enfermedad, las fallas cardiacas 
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e Intestinales comienzan a aparecer generalmente a partir de los 20 afies de edad (Goldsmlth 

y col .. 1992; Klrchoff y Neva, 1983). 

1.2.8.d Fase crónica 

La siguiente etapa de la enfermedad, es la fase crónica que esta caracterizada por 

megasíndromes cardiacos e Intestinales, que correspondena ensanchamiento del corazón, 

lnflltraclón llnfocltarla e Inflamación IHudson, 1981; Hudson y Brltten, 1985), reducción 

de los espacios para la difusión del oxígeno, prosiguiendo a una fibrosls del tejido, 

Involucrando bloqueo en los atrios ventriculares (Celentano y González, 1992), la Inflamación 

del esófago y colon principalmente, aconipallado de Irritación en las paredes Intestinales, 

constipación, regurgltamlento, cambios en los movimientos peristálticos, debido a la 

denervaclón de células ganglionares del sistema paras!mpatlco (Katz, Daspommler y Gwadz, 

1989);ºestos cambios vienen acompalladosde una aparente desaparición de los parásitos, 

solo detectables porxenodlagnoslso por cultivos celulares de sangre IHoff y Boyar, 1985). 

1.2.C V!as de transmisión. 

Generalmente la transmisión es por medio del vector, por la entrada de Ja agricultura o 

la colonización de áreas selváticas, lo que aumenta la domesticación da los trlatómlnos 

(Schofleld y Olas, 1991 ). También puede haber infección a través de las siguientes formas: 

la transfusión de sangre Infectada con I. ~.qua permita la difusión de esta enfermedad 

a nuevas llreas que no son endémicas (Al me Ida y col., 1990), por costumbres que existen 

en algunas comunidades de Nayarlt, donde algunas personas se comen y protegen a las 
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chinches, porque creen que son afrodisiacas o que dan buena suerte. También por Ja 

costumbre de alimentarse de carne semlcruda de animales sllvestres como el armadlllo 

y el tlacuache, que son raservorlos del parásito (Salazar, De Ha ro y Urrlbaren, 1988). Otra 

forma Importante de contagio es a traves de Ja madre, ya que los parásitos son capaces 

de transpasar la barrera placentaria e Infectar a el feto (Calderon y De Fabro, 1983). 

1.3 LA ENFERMEDAD EN MEXICO. 

En México desde Ja llegada de los espanolas ya se tenlan registros del tria toma y de los 

síntomas de la enfermedad; en 1528 Antonio Herrera al resenarla expedición de Francisco 

de Garay a Panuco, Ver., escribió que el ejercito fue "victima molesta de mosquitos y pitos 

que pican y dejan senaJ como una chinche y suelen causar calenturas", Fray Bernardlno 

de Sahagún en su obra se refiere de la siguiente manera "hay cucarachlllas pardillas y traen 

dos maneras de alas con que vuelan, que son ponzonosas y donde pican Imprimen comezón 

e hinchazón" y Juán Cardonas en 1591 al referirse a el reino de la Nueva Gallcla que 

comprendla a los estados de Aguascallentes, Jallsco, parte de Zacatecas, Durango, San 

Luis Potosí y Nayarlt, menciona "las chinchas que llaman compostelas más enojosas que 

las aranas", muy posiblemente hablaba de IdB12mJ¡ l11Jállm1¡¡ (Velasco-Castrejón y col., 

1992). En 1940 Mazzottl reportó los primeros casos de Infección chagáslca en las diferentes 

etapas de la enfermedad al realizar necropsias; se observaron los efectos tlplcos de la 

enfermedad como son Ja degeneración sistémica en células cardiacas o megasíndromes. 

También a personas que se les practicaron pruebas de observación directa de sangre para 

verificar paludismo en la campana de 1975, se encontró en las lamlnlllas a trlpomastlgotes 

9 



(Salazar, Da Ha ro y Urlbarren, 1988), la mayo ria de estos reportes son presentados en 

forma aislada. Más recientemente los Investigadores como Goldsmlth y colaboradores 11992), 

hicieron estudios seroepldemlológlcos para observar la prevalencia de anticuerpos y el 

comportamiento de la enfermedad de población abierta en zonas principalmente rurales, 

esto condujo a un estudio de ocho años desde 1971 en la comunidad de Chile, Oaxaca, 

en donde se encontró un 67% de prevalencia de anticuerpos anti I. J;[Jal en adultos. En 

niños los datos de posltlvldad son menores, este dato se explica por la aplicación de un 

Insecticida residual en la campaña contra el paludismo de 1955 a 1981. También sa hlzó 

un seguimiento clínico de los cambios a nivel de corazón, observando que en general en 

la etapa crónica no se encontraron grandes disturbios. Al parecer la seroposltlvldad no 

se relacionó en ningún momento con megasesófago y megacolon como en otros paises 

de Sudamérica. Anderson y colaboradores (1990) en una encuesta seroepldemlológlca 

que se realizó en tres comunidades de Guerrero, con.4372 muestras san guineas de personas 

de 978 casas, reportó 132 positivos a los cuales se les realizó xenodiagnóstlco quedando 

75 positivos, estimando una prevalencia de 1. 7%. A estos reportes se agrega el de Sal azar 

y colaboradores 11988), que entre los años de 1949 y 1985, nos habla de 398 casos crónicos 

detectados por serología, de un total de 6672 muestras de personas de los estados de: 

Zacatecas, Jalisco, Mlchoacán, Guerrero y Oaxaca, con un promedio del 6% de prevalencia. 

Posteriormente en la Encuesta Nacional de Seroepldemlologla IVelasco-Castrejón y col., 

1992), se reportaron Indices entre 1.6, 0.5. y 0.2 a diferentes dlluclones, con dos pruebas 

serológlcas: hem~glutlnaclón Indirecta (HAI) e lnmunolluorescencla Indirecta (IFI), con una 

mayor prevalencia de anticuerpos anti L i:aaI en los estados de Chiapas, Oaxaca e Hidalgo, 
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reportando que el 74.5% de los seroposltlvos fueron menores de 39 años. Entre los resultados 

de estos reportes existen discrepancias pero, con este tipo de estudios se tiene una referencia 

general de la situación en que se encuentra el país con respecto a las entidades ya localizadas 

y a nuevos brotes de la Infección. 

1.4 INMUNOLOGIA DE LA RELACION PARASITO-HOSPEDERO. 

1.4.A Respuesta Inmune al parásito. 

En el estudio de la respuesta Inmune contra I. Jlli!II dos son los problemas más estudiados, 

el fenómeno de lnmunosupreslón y la formación de anticuerpos de reacción cruzada frente 

a moléculas propias del hospedero. Para lo cual se ha tratado de establecer modelos 

experimentales de la enfermedad, los cuales permiten estudiar estos dos fenómenos y 

hacer extrapolaciones a los humanos que presentan la enfermedad (Hudson, 1981). 

1.4.B Respuesta Inmune celular y humoral en Ja fase águda. 

Durante el Inicio de Ja Infección, el sistema Inmune celular y humoral no se encuentran 

preparados para evitar la entrada del parásito, debido a esto, la respuesta Inflamatoria se 

da hasta que los protozarlos ya han roto algunas células y se han transformado en 

trlpomastlgotes sanguíneos que facilmente se mueven a través de las venas periféricas 

para reinfectar otros tejidos (Hudson y Brltten, 1985). En ratones ínfectados 

lntraperltonealmentese ha visto que es suprimida la secreción y producción de lnterleuclna 

2 UL·2),que es una cltoclna que ayuda a la proliferación y diferenciación de células T (Beltz, 

Szteln y Klerszenbaum, 1988; Beltz, Klerszenbaum y Szteln. 1989). Al mismo tiempo el 
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ntvel de lnterferón gama UFNJj se Incrementa. Esta citoclna ayuda a ta eltmlnación de panlsltos 

Intracelulares, regresando a su nivel normal entre los 18 y 20 dlas post Infección, en cambio 

el nivel de ll-2 no se recupera {Wirth y col .. 1985). Se demostró que las células productoras 

del IFNT son poblaciones de Thy-1 CD4' y CDS' !Silva y col., 1992), mientras que la ll-2 

es producida por las TH1 CD4 • y CDS•, se piensa que estas células podrfan ser afectadas 

por la acción de las CD4' y CDS' durante la respuesta Inmune del hospedero {Tarleton, 

1991). Asf, tambh!n se producen células TH2, las cuales no se ha visto que tengan una 

participación activa, sin embargo se piensa que posiblemente ejercen una fuerte Inhibición 

sobre las células TH1 generando lnmunosupreslón IKlerszenbaum y col., 1989; Szteln, 

Cuna y Klerszenbaum, 1990). 

En otras Investigaciones, se encontró que la supresión puede ser debida a macrófagos 

{Wlrthy cot., 1985; Cerroney Kuhn, 1991; Tarteton, 1991; Cerrone, Rlttery Kuhn, 1992; 

Pluvezam y col., 1993). En una etapa lnlclal da la Infección la respuesta Inmune es suprimida 

por un tipo de macrólagos supresores, la cual es contrarrestada en una segunda etapa 

por una población de células T ayudadoras y en una tercera etapa ta respuesta es suprimida 

por un segundo grupo de macrófagos supresores, que no .Puede ser contrarrestada por 

los linfocitos T ICerrone y Kuhn, 1991; Cerrone, Rltter y Kuhn, 1992). Sin embargo, se 

ha observando que la respuesta Inmune no es totalmente suprimida ya que aparecen 

anticuerpos de la clase lgG2a dominantes y bajos niveles de lgG1, lgA e lgE {Rowland, 

Mlkhally McCormlck, 1992; Splnella y col., 1992). Estos anticuerpos ayudan a el control 

de los parásitos durante la fase éguda de la Infección (Tarletton, 1991). Pasadas tres semanas 

aparecen anticuerpos protectores que bajan los niveles de.la parasltemla terminando con 
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esta fase de la Infección (Perelra, 1990; Tarletton. 1991; Splneila y col .. 1992). 

1.4.C Respuesta inmune celular y humoral en la fase indeterminada. 

Antes de que se establezca la fase crónica en muchos de los casos existe un periodo 

Indeterminado en donde no hay síntomas. La fase esté caracterizada por dal\os 

hlstopatológlcos a células cardiacas y células de esófago y colon. Aún cuando la parasltemla 

no sea detectable, y en la mayoría de los casos, los nidos de amastlgotes no osten 

relacionados con los sitios dañados, se piensa, que cuando los amastlgotes salen de las 

células Infectadas, estas células liberan una gran cantidad de componentes, que pueden 

ser la causa de la formación de anticuerpos contra el mismo hospedero, causando a su 

vez Infiltración ilnfocltarla prln clpalmente en células car dlacas. También la hlpersenslbllldad 

del hospedero a los productos tóxicos del parásito producen Inflamación y dallo a los tejidos 

(Hudson y Brltten, 1985). Debido a estas razones los tejidos comienzan a perder su 

funcionalidad y ha ser destruidos: llegando subsecuentemente en cualquiera de los 

planteamientos anteriores a la formación da autoantlcuerpos (Ternynck y col .. 1990). En 

varios trabajos se encontró qua los antígenos de L llli!!l cruzaban con proteínas de células 

humanas como la lamlnlna, que se presenta en nervios perlferlcos, tejidos endocardlales, 

vascular e Intersticial (Hudson y Brltten, 1985). 

1.4.D Respuesta Inmune celular y humoral en la fase crónica. 

En esta etapa los parásitos generalmente no son detectables debido a que se encuentran 

lntracelularmente (Klerszenbaum, 1985; Hudson, 1985). Algunos anticuerpos, generados 
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por las células Ben la primera fase da la enfermedad, son relevantes durante la fase crónica, 

ya que la resistencia del hospedero al parásito en esta etapa está también mediada por 

anticuerpos, los cuales pudieron ser Inducidos por antígenos de superficie del protozoario 

ISplnella y col .. 1992). Se sabe que la transferencia pasiva de anticuerpos de la clase lgG 1 

e lgG2 proveen de protección a los animales durante la enfermedad IHudson y Brltten, 

1985; Splnella y col., 1992). La pregunta es, cómo el tripanosoma sobrevive a un ambienta 

rico en lnmunoglobúlinas, asl como a mecanismos de destrucción por macrófagos mediados 

por anticuerpos ICelentano y González, 1992). Una explicación puede ser que, los antfgenos 

que se encuentran unidos a la superficie del parásito por moléculas de glicosll fosfatldlllnosltol 

IGPI), la cual permite que sean liberados facilmente al medio, que asten Induciendo la 

formación de anticuerpos contra antígenos solubles, mientras que el parásito no es atacado 

y continua su ciclo de vida (Hermlndez-Munalny col., 1991: Andrews y col., 1988). Otra 

explicación la plantea Kahn, Kahn y Elsen ( 1992), quienes describen la formación 

autoantlcuerpos, a través de antígenos del parásito que tienen las características de ser 

moléculas ricas en aminoácidos ácidos y cargados negativamente. Los entlcuerpos que 

reconocen a el antfgeno, podrían unirse a proteínas humanas con las mismas caracterlstlcas, 

formando autoantlcuerpos que no se deposltarlan en el paréslto unen a traves del epítopo 

Acldo y negativo a moléculas del hospedero. 

1.5 ANllGENOS DE Tnroanosoma maj. 

1.5.A Antfgenos de membrana. 

Las moléculas de ~i;ng¡ que lnlclalmente entran en contacto con el hospedero 
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e Inducen una respuesta Inmune son las que se encuentran en superficie y por lo tanto 

las más estudiadas. 

Dentro de los antlgenos meJor descritos, se encuentran los Ssp-1, Ssp-2, Ssp-3 y Ssp4, 

que son glucoprotefnas de 120 kDa y 70kDa respectivamente, especmcas de trlpomastlgote, 

el Ssp-3 no esta definido a que grupci de compuestos pertenece y el Ssp-4 es una 

glicoprotefnade 70-84 kDa especfllca da amastlgotes. Estos se analizaron por microscopia 

electrónica con anticuerpos monoclonales de ratón, los anticuerpos reconocen sólo una 

parte de la población de los parásitos. El reconocimiento de algunos parásitos, Indica que 

existen varias formas Intermedias por las cuales pasan los trlpomastlgotes a amastigotes 

en las células hospederas (Andrews y col., 1987). De los antígenos anteriormente descritos, 

el Ssp-4 astil unido a la membrana a través de una molécula de gl/coslf.fosfatfdlllnosltol 

(GPIJ, el cual fue identificado por un anticuerpo monoclonal de reacción cruzada (CRDl 

qua raconoce moléculas unidas a GPI. Este anclaJe del Ssp-4, fue detectado en la etapa 

de amastlgotes hacia eplmastlgote, ya que los primeros pueden ser cultivados en un medio 

sin células sin disminuir su vlabllldad, de tal forma que este tipo de anclaJe podría ser una 

secuencia del procesamiento durante la transformación de un estadio a otro. La aparición 

de los antlgenos en el paréslto serla de la siguiente manera: Ssp-1 trlpomastlgote metaclclico 

a trlpomastlgote sanguíneo. Ssp-2 trlpomastlgote sanguíneo a amastlgote celular, Ssp-3 

amastlgote celular a amastlgote extracelulary finalmente Ssp-4de amastlgote extra celular 

a eplmastlgote (Andrews y col., 1988). 

Un antígeno de 50 a 55 kDa que fue Identificado por cuatro anticuerpos monoclonales 

antl-Ltn!Il C2, C4, C7, C10, se localizó en las tres formas del paréslto, por cltometrra 
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de flujo e lnmunoflourescencla, este podrla ser Incluido en el grupo de los antlgenús anc•a~o• 

a moléculas de GPI, debido a que es liberado de la superficie del paréslto, al aplicar NaOH, 

HNO,. proteasas, o fosfollpasa C al medio de cultivo. Aunque no se ha definido cual es 

el papel biológico de este antlgeno, los anticuerpos detectaron dos poblaciones da amnstigotos 

y se observó que la proteína fue liberada Inmediatamente después de que el macrófago 

fue destruido, lo que sugiere también que podría participar en la fase Intracelular del parásito 

(Hernández-Munaln y col .. 1991 ). Además, se encontró que este antígeno cruza con una 

proteína de linfocitos T y Ben líneas celulares de ratón y humano. En los cultivos de células 

T. la proliferación es suprimida por los anticuerpos al Igual que por sueros de pacientes 

que reconocen esta proteína. De esta manera se bloquea la respuesta Inmune de las células 

a través de la supresión de la proliferación de los linfocitos. Por esta razón, se sugiere que 

este puede ser un mecanismo más por el cual se de la lnmunosupresión en esta parasltosls 

(Hernéndez-Munaln y col .. 1992). 

Otro antlgeno más, que tiene una actividad enzimática e Igualmente se Incluye en el grupo 

de las moléculas unidas a la membrana por GPI, es la neuramlnldasa (slalldasa aclneuramlnll 

hldrolasa, EC 3.2.1.18), fue purificada de membranas de trlpomastigotes, más de 5000 

veces por cromatografla de afinidad y electroeluslón y presentó un peso molecular de 60 

kDa, bajo condiciones reductoras. Se produjeron anticuerpos anti la enzima en conejos, 

los cuales solo reconocieron a extractos solúblesde tripomastlgotes y no de eplmastlgotes, 

asr mismo los anticuerpos detectaron la misma actividad enzimática en varias cepas que 

difleren en su zlmodema. En lnmunoblot frente a sueros de pacientes chagáslcos el antlgeno 

es fuertemente reconocido por anticuerpos de fase éguda. También se observó que la 
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expresión de la actividad de la enzima aumenta al aumentar la lnfectlvldad de losparbltos 

(Harth, Haldarls y So, 1987). La enzima es especfflca para transferir a(2-3)ácldo slállco, 

el cual es proveniente de macromoléculas de la célula hospedera que se unen al epftopo 

Ssp-3. Los anticuerpos monoclonales antl-Ssp-3, reconocen residuos de écldo siállco y 

la falta de estos en los parásitos Inhibe la penetración a la célula, sugiriendo que el epftopo 

Ssp-3, tiene características que requiere la trans-slalldasa para el reconocimiento de la 

célula blanco por L i;nW (Pereira y col., 1980; Schenkman y col., 1991). Prioll y 

colaboradores en 1990 reportaron la caracterización de anticuerpos monoclonales anti-enzima 

neuramlnldasa (TCN-1 y TCN-2), los cuales son capaces de inhibir la actividad de la enzima 

en preparaciones crudas de esta. En lnmunoblot se detectó, que en varias clonas de 

trlpomastlgotes los anticuerpos monoclonales reconocen cuatro bandas en el rango de 

121-203 kDa. Se confirmó que la actividad de la neuramlnldasa se Incrementó con la 

lnfectlvldad "In vitro" a células. En geles de doble dimensión se determinó su punto 

lsoeléctrlco que es de: 6.55-7 .30. Los autores también encuentran que los trlpomastlgotes 

cuando salen de las células no presentan actividad enzimática, pero al entrar en circulación 

los parásitos expresan una alta actividad de trans-s/alidasa. Schenkman, Pontos de Carvalho 

y Nussenzwelg en 1992, detectarón que la actividad de neuramlnldasa y la de trans-slalidasa 

se encuentran en membrana y estan Implicadas en la Invasión del parásito a la célula, debido 

a qua estas dos enzimas son reconocidas Independientemente por anticuerpos monoclonales 

anti GPI, son purificadas por cromatograffas de Intercambio lónlco, de gradiente molecular 

e hldrofóblco, presentan una actividad entre 6.5-7 .5 pH y son lnactlvadas por calor a los 

56ºC. Por estas razones se propone que sea la misma enzima o que asten acopladas en 
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la llberaclón-transferencla de residuos de ácido slállco en la membrana del parásito. 

Un antlgeno más, con actividad enzimática, es la glucoprotefna de 85 kDa, este antígeno 

fue reconocido por un anticuerpo monoclonal ( 15503), que se obtuvo de ratones Infectados 

con trlpomastlgotes de la cepa Y. Por lnmunopreclpltaclón, microscopia electrónica y 

cltometría de flujo, se demostró que el anticuerpo solo reacciona con trlpomastlgotes y 

amastlgotes extracelulares. Con la técnica de lnmunolocallzaclón ultraestructural en 

microscopia electrónica se observó que el antígeno esta asociado a la superficie del parásito 

y a vesículas periféricas al paquete flagelar. Así mismo, es liberado al medio y participa 

en la diferenciación del trlpomastlgotes a amastlgoto CQualssl y col., 1990a). Los anticuerpos 

pollclonales anti 85 kDa transferidos pasivamente a rata las protegió de los cambios letales 

en la fase águda de la enfermedad IOualssl y col., 1990b). La gllprotelna esta relacionada 

con una famllla de genes que codifican.para moléculas de 85 kOa, (Frasch, Sanchez y 

Cazzulo, 1990; Campetella y col., 1992) las cuales tienen actividad de slalldasas y son 

liberadas al medio. También se determinó por digestión de exoglucosldasas que presenta 

una cadena de carbohldratos amlnotermlnal: slalil, tucosil y galactosll unido a (a1-31 galactosa, 

este azúcar en la Gp 85 puede estar relacionado.con altos niveles de anticuerpos, que 

reconocen a este epltopo en pacientes chagáslcos. Es posible que el papel biológico que 

se le confiere a este antlgeno es la participación en el fenómeno de penetración a las células 

hospederas por alteración de cargas en la membrana (Cauto y col., 1990; Khan y col., 

1991). El complejo excretorlo·secretorlo se utilizó en un ensayo de captura antlgeno 

anticuerpo en una matriz de fase sólida. El anticuerpo monoclonal VGJ/G 11 especlficamente 

está dirigido a epltopos con carbohldratos y son altamente conservados en las cepas de 
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I. J:nlli analizadas: EP, MEN, Tulahuen y la clona 78 Miranda, provenientes de áreas 

endémicas. Además observaron que este complejo era Identificado por anticuerpos de 

la clase lgG e lgM presentes en un alto porcentaje en sueros humanos en fase águda de 

la enfermedad, por lo que este complejo se podría utlllzar para el diagnóstico (Oualssl y 

col., 1991). 

También dentro de los antígenos relacronados con la fase águda, es el antígeno SAPA, 

es liberado por trlpomastlgotes, con un peso molecular de 200 kOa, este fué detectado 

por rnmunoblot con sueros de ratón Infectados con tripomastlgotes. Sueros de pacientes 

con trlpanosomlasls en fase águde reconocen el polipéptido en el sobrenadante del parásito, 

no así enfermos en fase crónica. El antígeno podría ser utilizado, Igual que el anterior en 

el diagnóstico de la enfermedad en su fase águda (Affranchfno y col .. 1989). Frasch, Sánchez 

y Cezzuro (1990) y Campetella y colaboradores (1992), encontraron que este antígeno, 

también es codificado por una pequefta familia de genes, los cuales difieren en longítud, 

con une reglón repetida de 36 pares de beses. Los resultados obtenidos por Northern blot, 

Indican que sólo hubo hlbrldlzaclón con trlpomastlgotes, lo cual Indica que los genes son 

transcritos sólo en la forme lnfectlva del parásito (Affranchlno, Pollevlck y Frasch, 1991 ). 

Estudios de antígenos que son principalmente glicoprotefnas, como es el complejo 

llpopept/dofosfoglícano,(Jste fue aislado de epimastlgotesjunto con ros antígenos Gp 31, 

Gp 37 y Gp 24, extraldos por precipitación en fenal, debido a la alta glicosliaclón que 

presentan. Se Identificaron por sueros humanos chagáslcos crónicos (Zlngales y col .. 1982). 

Otro grupo de Investigadores encontró que este complejo esta Involucrado en la labllldad 

del eplmastlgote en la rute alternativa del complemento. Las glucoproteínas 31, 37 y 24 
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podrían estar Involucradas en un proceso de metllaclón el cual le ayuda al parásito a adherirse 

e Introducirse a la célula hospedera (Mendonca·Prevlato y col., 1983: Snary, 1985). 

Posiblemente los antígenos descritos a continuación, sean Investigaciones más e fondo, 

debido a las características similares que presentan con los antígenos arriba mencionados 

y a la participación de Investigadores como Mendonca-Prevlato. 

El antígeno Gp 25 se purificó de extractos solubles con NP-40 de eplmastlgotes da L lltlW 

por cromatografía de afinidad a Concanavalina A. Este antígeno fuá reconocido por un 

97.8 % de sueros de enfermos chagáslcos de áreas endémicas, observando una baja 

reactlvldad cruzada con Individuos sanos y no se encontró reactlvldad con sueros de otras 

parasltosls relacionadas, (Scharfsteln y col .. 1985). Más adelante se observó que al agregar 

lnhlbldores de proteasas al extracto del parásito, un anticuerpo monoclonal dirigido contra 

Gp 25 no lo reconocía, pero aparecía una molécula de 57 kDa a la que el anticuerpo se 

le pegaba, al Igual que cuando se usó un anticuerpo pollclonal antl-Gp 25, para 

lnmunopreclpltar Usados marcados con metlonlr.a [35 S), observarón bandas de 51 kDa 

y una de 8 a 10 kDa. Por lo que se llegó a la conclusión de que la Gp 25 era un producto 

de proteollsls de la Gp 57/51. La Gp 57151 se purificó de extracto crudo por cromatografía 

llqulda de rápida ejecución (FPLCI y de Intercambio anlónlco en columna de Mono Q. Al 

analizar la proteína en condiciones no reductoras, con lnhibidores de proteasas se observarón 

ambas bandas de 57 y 51 kDa (Scharfsteln y col., 19861. 

En otro estudio se purificó de extractos de eplmastlgotes una enzima, con un peso de 60k0a, 

al ser secuenciada se demostró que hay una homología con la papaína y la L catapslna 

(las proteínas mencionadas anteriormente pertenecen a el grupo de pro teosas de clstelna). 
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Al desglucosllar se obtiene un peso molecular de alrededor de 54 kOa, esto Indica que 

contiene un 10% de azúcares, especlficamente de manosas, estos oligosacárldos no contienen 

residuos de fosfatos por lo que se Infiere que la enzima no es liberada a el exterior como 

sucede en los mamíferos por la ruta metabólica de la manosa·G·fosfato (Cazzulo v col. 

1989). Se produjo un anticuerpo policlonal' dirigido contra la proteasa de cisterna (cruzipafna), 

para su localizaclón v para analizar el papel que tiene en el proceso de la Interacción paráslto

hospedoro. Por estudios de lnmunocltoquímíca en mícroscopla electrónica, se detectó que 

la estructura que lo contienen, es un sistema endosomal-lisosomal en las formas de 

emastigotes v eplmastigotes, así como tambíén en trípomastigote se encontró profusamente 

en la superficie ven el paquete flagelar. Se piensa que la enzima es liberada en el momento 

en que el parásito lnteractua con la célula hospedera. En un experímento hecho con 

macrófagos, al pegar el fragmento F(ab'l2 de anticuerpos anti cruzlpalna en la superficie 

del eplmastlgote v trlpomastlgotes, Inhibió la Ingestión de los parásitos por el macrófago 

(Souto·Padrón y col., 1990). Posteriormente se Identificó que la Gp 57151 tiene en su 

secuencia una parte amino terminal de 30 amlnoáddos, reportados para la císteína (cruzípafna) 

alslada do la cepa Tulahuen, íncluyendo el sitio actívo de la proteasa en la posición 25. 

El análisis funcional de la Gp 57/51 Indicó que el antígeno es activado por un grupo tlol, 

en un rango de 5·7.5 pH, de Igual forma es ínhlblda por bajas concentraciones de E-64, 

clstatln, leupeptln v antlpapaína. También se observó, que está localizada en un sistema 

de vesículas endosomales-lisosomales en trlpomastlgotes, Igual que la cruzlpafna. Y un 

anticuerpo monoclonal dlrlgído contra la Gp 57/51 demostró que la actividad anti génica 

v la actlvídad enzimática son expresadas por la misma entidad molecular (Murta v col., 
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1990). 

Se han reportado otras moléculas, que se encuentran en el rango de los antlgenos anteriores, 

pero que no so sabe si existe relación alguna. como es un antfgeno de 52 kDa, el cual 

se purificó en cromatografla de afinidad con anticuerpos monoclonales antl·L JlliW, por 

microscopia electrónica se detectó que el antígeno está contenido en gránulos 

lntracltoplásmlcos. El antígeno es reconocido por sueros chagáslcos en fase crónica, paro 

no por sueros lelshmanlaslcos (Carbonneto y col .. 1990). 

Una glucoprotefna de 60 kDa, que se purificó de tripomastlgotes por lsoelectróenfoquo, 

con un punto lsoeléctrlco de 4.2. Se demostró por dot blot que tenía afinidad por las lectlnas 

de~ J<!!l1J.IIll!ll y~ stramonlum. Además la glucoproteína fué reconocida por 

sueros de humanos Infectados. En ensayos con linfocitos de ratón se observó que esto 

entígeno promueve la proliferación y activa a linfocitos residentes. La caracterlstlca anterior 

lo hace un buen candidato para la lnmunoprofilaxls (Villalta y col .. 1992). 

En otro trabajo, con un anticuerpo monoclonal (G3) obtenido de suero de ratones Inmunizados 

con membranas da eplmastlgotes, Indujo aglutinación a eplmastlgotes vivos. promovió 

la lisis da trlpomastlgotes sanguíneos por el ensayo de complemento y confirió una protección 

parcial por transferencia pasiva a ratonas. Con este anticuerpo monoclonal, se purificaron 

·por cromatografla de afinidad antígenos de un peso molecular de 45 kDa a 68 kDa, los 

cuales fueron positivos a la prueba de Schlll. Los antlgonos fueron preparados en lscoms 

y proteglerón en un 100% a los animales al infectarlos con dosis letal.es de trlppmastlgotes. 

Preparados de esta manara, estos antígenos podrían ser utilizados.como vácuna (Araujo 

y Moreln, 1991 ), 
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En otras Investigaciones se han purificado moléculas de 90 kDa, con características diferentes, 

como una glucoprotelna de 90 kDa, purificada de eplmastlgotes, trlpomastlgotes y 

amastlgotes con NP-40, por cromatografla de afinidad con !&!!J¡ ~un antígeno 

común a las tres formas del parásito, el antígeno tiene un peso de 90 kDa (Snary y Hudson, 

19791. Al utilizar marcaje metabólico y de superficie seguido por lnmunopreclpltaclón con 

lgG de suero hlperlnmune de ratón y de enfermo, se Identificó en trlpomastlgotes sangulneos 

una g/icoprotefna de 90 kDa y en tripomastigotes y eplmastlgotes de cultivos axénlcos 

se Identificó una banda de Ili..J!Q¡¡ (Andrews, Katzln y Colll, 1984). Los trlpomastlgotes 

sanguíneos, trlpomastlgotes metacíclicos y eplmastlgotes de cultivo axénlco fueron tratados 

con trlpslna antes de exponer e macrófagos, observándose que el compuesto es capaz 

de remover de la superficie del trlpomastlgote sanguíneo un componente anti !agocítlco, 

los parásitos tratados con el compuesto, fueron Ingeridos por los macrófagos, mientras 

que en los parásitos que no fueron tratados se Inhibe la Ingestión por los macrófagos. Al 

analizar el componente nuevamente se observó que se presenta un peso menor al de 90 

kDa en los trlpomastlgotes sanguíneos, en cambio en las otras dos fases no se afecta el 

peso de 75 kDa de la gllcoproteína (Noguelra y col., 1981). Nogu_elra al comparar sus 

resultados con el trabajo citado anteriormente, (Snary y Hudson, 1979) argumenta que 

este componente anti fagocftlco Gp 90 kDa en trlpomastlgotes sanguíneos es Igual a la 

Gp de 75 kDa en trlpomastlgotes y eplmastlgotes de cultivo axénlco, fue purificado por 

la lectlna ~ ld.!llol!w y es reconocido por sueros de enfermos, asociandolo con la proteollsls 

de la primera. Después en otro estudio con extractos totales de eplmastlgotes y 

trlpomastlgotes de cultivo con marcaje metabólico y de superlflcle. Los extractos se analizaron 
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en geles de doble dimensión y se' observaron pollpéptldos en el área de 88-92 pi 5.6-6.0 

y 72-76 pi 5.6-5.8, los cuales lnmunoreacclonarón con sueros de pacientes chagáslcos. 

Se detectó en ambas formas del parásito, por lnmunopreclpltaclón y se recuperaba la 

gllcoprotelna de 90 kDa, ya Identificada por Snary y Hudson (19791. con esta se anallzarón 

sueros de pacientes Infectados con diferentes especies de Lelshmanla resultando negativos, 

concluyendo que la Gp 90 puede ser usado en el diagnóstico de la enfermedad (Dragón 

y col .. 1985). Más reciente, Guhl en 1990, se demostró que la Gp 90, también.puede 

distinguir entre la Infección por L !:t!W y I. J:llllM!!l, el primero son protozoarios de la misma 

famllla y el segundo es un organismo que no es dafflno para el humano. Primero se hicieron 

pruebas con anima les Infectados con ambos parásitos, obteniendo un 100% de especificidad 

y senslbllldad en la distinción entre ambos organismos. Al ser probado con sueros humanos 

Infectados con ambos parásitos de áreas endémicas, se obtuvieron resultados negativos 

para los casos con r. !DD.!Wll. 

Se aisló un antfgano da 90kDa de trlpomastlgotes metaclcllcos, que se encuentra en la 

fase águda. Este antígeno fué purificado por cromatografla de afinidad a un anticuerpo 

monoclonal IG7. Al Inmunizar el anti geno con adyuvante a ratones permite a los animales 

crear anticuerpos contra el parásito, ya que tiene el efecto de reducir la carga parasitaria 

a niveles muy escasos al retar a los organismos con trlpomastlgotos. El efecto que 

poslblememte produce es la formación de anticuerpos que tienen un actividad trlpanomlclda. 

demostrada en e1<perlmontos de dilución en mlcroplacas. La Importancia da la aparición 

de anticuerpos en la fase águda, es primordial para contrarrestar el establecimiento del 

parásito en el organismo y los efectos letales, por esto la protección previa frente a el 
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protozoario es Importante en los mamlferos y los antlgenos purificados con poder de 

protección son candidatos de Importancia para la lnmunoprofllaxls (Gonzélez, Marcia y 

Yoshlda, 1991). 

Dos reportes más, sobre varias gllcoprotefnas con pesos moleculares muy parecidas, pero 

que los autores no menclnan relación alguna entre estas. 

Glucoprotelnas de 90, 80, 72 y 58 kDa, se presentan en la superficie del parásito, estas 

son afectadas al añadlrtunlcamlclna al cultivo, inhibiendo drastlcamente el Indice de Infección 

a células de mamlferos, ldentificandose en extractos de tripomastlgotes usando Concanavalina 

A, entre los rangos de 80-90 y 50-60 kDa. Para corroborar esta característica se realizó 

una lnmunopreclpltaclón con anticuerpos policlonales entl-80·90 y antl-50-60, ambos 

complejos fueron susceptibles a la acción de endo·ll.-N-acetylglucosamlnldasa H. Los 

anticuerpos pollctonetes antl-80-90 y ontl-50-60, reconocen tas gtucoprotefnas ya 

menclonandas, en ta cepa Y y en una clona lnmunopreclpltan otros antígenos en et rango 

de 74-BO kDa. El antlsuero, al ser añadido a la células epiteliales de mamífero, Inhibió la 

lnternallzactón del parásito hasta en un 80%, Indicando posibles Interacciones de diferentes 

llgandos-receptor para cada célula hospedera y aislado del parásito (Arruda, Coltl y Zlngates, 

1989). 

Las glucoprotefnas de 90, 85, 72 y 55 kDa, se purlflcarón de membranas solublltzadas 

con detergentes y por varios pasos de cromatografla, especificas para trlpomastlgotes 

metactcttcos, con un punto tsoetéctrlco de 4.5-5.0, 8.6-9.1 y 4.8-5.1 respectivamente 

y ta molécula de 72 kDa es especifica de epimastlgotes con un punto lsoeléctrlco de 8.2. 

Las tres glucoprotolnas de trlpomastlgote son reconocidas por sueros chagáslcos águdos 
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y la Gp 72 es la única molécula que fue reconocida por un antlsuero de eplmastlgotes obtenido 

de conejos hlperlnmunes (Harth, Haldarls y So, 1989). 

Por último dos antígenos presente en la fase crónica, TcCA-1 y TcCA-2 que fueron clonados, 

al Identificar un gene que codifica e los antlgenos, a partir de una librerla genómlca de 

DNA reconstruido de la clona CA· 1 /65. El gene se ha aislado en otras cepas y clonas del 

parásito, al ser expresado el antlgeno TcCA-2 presentó un peso molecular de 140 kDa-160kDa 

en la cepa de RA y de 180 en la clona CA-1/72, la diferencia de pesos puede ser debido 

a un polimorfismo del DNA clonado. El antígeno presenta una secuencia repetitiva en la 

parte carboxllo terminal al compararse con otros (TCR39). No tiene el motlvo de la secuencia 

da neuramlnldasas, lo cual quiere decir que no esta emparentada con la onzlma neuramlnldasa 

de bacterias, ni con la del mismo protozoario (Buschlazzo y col., 1992). 

1.5.B Antlgenos de secreción. 

Los antígenos de I. i;n¡zJ son de una gran variedad, entre ellos se encuentran antígenos 

que son secretados y a continuación se describen los qua hasta al momento han sido 

estudiados. 

Hemolisina. En I. Jlli!Ii se encontró una molécula a la que se dio el nombre de hemolislna, 

porque al ser liberada al medio de cultivo es capaz de alterar las membranas de eritrocitos 

de varias especies, en un pH ácido de 5.5. Esta molécula es sensible al calor, se sabe quo 

el agregar trlpslna afecta su actividad y se anula su secreción cuando se retira la glúcosa 

del medio o por agregación de lnhlbldores metabólicos. Los compartimientos donde se 

localizó la hemolislna son endosomas y fagollsosomas, en general son proteínas de 
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mlcroamblentes ácidos y al ser liberada al medio citoplásmico aisla al protozoario dentro 

de la célula hospedera (Andrews y Whitiow, 1989). Más adelante se encontró que los 

parásitos al Introducirse en la célula forman una vacuola, la que posiblemente es generada 

por la hemolislna. Se determinó que el espacio en el cual esta contenido el protozoario 

presenta un pH ácido, qua puede ser elevado por bases suaves y drogas como la cloroquina, 

metilamlna o monensin inhibiendo la salida del amastigote a el citosol de la célula hospedera. 

Sin embargo, este efecto de inhibición de la salida del parásito a el citosol y su multiplicación 

es reversible, ya que al retirarlos compuestos de los cultivos de células infectadas continua 

su replicación y transformación normal. También observaron en microscopia electrónica 

lnmunolocalización ultraestructural con particulas de oro coloidal y por inmunofluorescencia 

que los compartimientos ácidos que se presentan en el parásito en amastlgotes y 

tripomastlgotes son principalmente del tipo de fagosomas endosomales los cuales fueron 

Identificados por un agente acidotrópico como es el [3·(2.4 dlnltroanlilnol-3'-amino·N· 

metildlpropilamina) (DAMP) (Ley y col., 1990). Andrews, (1990) pública en una revisión 

sobre el antígeno, además de las características mencionadas, que es una proteína capaz 

de generar poros que permiten el paso de moléculas de un tamafto de 10 nm en la membrana 

de eritrocitos, los cuales son parecidos a canales transmenbranales que de alguna manera 

generarían la lisis de la célula. En otro estudio (Andrews y col., 1990), la hemollsina se 

Identificó como una proteína de una masa molecular de 60-75 kDa, que se encuentra 

relacionada lnmunologlcamente con la fracción C9 del complemento humano, la cual en 

experimentos realizados con membranas forma canales lónlcos a pH bajos. Todos estos 

trabajos reafirman la hipótesis de que la hemolis!na se encuentra relacionada con el escape 
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de el parásito a el cftosol de fas células hospederas. 

Polipllptidos 70-150. Trlpomastigotes de !· =!liberan polipéptldos espontaneamente 

al medio con una masa molecular de 70-150, ya que se demostró que el antfgeno se encuentra 

en el Usado y el medio de cultivo del parásito. Por microscopia electrónica con oro coloidal 

este antígeno fué detectado por anticuerpos monoclonales HIA 10. que astan dirigidos 

hacia molécufas'de secreción (Te 85). Al realizar la prueba se observó una gran cantidad 

de partículas asociadas a membrana flagelar y a vesículas membranales de 20 a 80 nm 

de dfametro. Parii su purificación se utilizó cromatografía de filtración con medio de cultivo 

y se recuperó en el pico 1 una masa molecular de 70 a 150 kDa (Gongalves y col., 1991 ). 

Antígeno de I· im! excretado por trlpomastlgotes metacícficos. Este fué obtenido del 

medio en donde se cultiva of parásito y purificado por varios pasos de cromatografía: por 

ta mallo en sephacryf S-200 se obtuvieron antígenos de 73, 66, 64 y 55 kDa. por afinidad 

a fa aglutfnlna del germen de trigo se separaron los antlgenos de 64 y 55 kDa y por 

cromatóenfoqua liquido rápido en proteína (HRS/20) se purificó el antígeno da 64 kDa 

con un pi de4.8 que contiene residuos de azúcares de N-acetyf-D-gfucosamlna. Esta molécula 

permeablllza fa membrana de la célula hospedera permitiendo la entrada de moléculas tóxicas 

y líquidos los cuales matan a fa célula hospedera por efectos cltopatalógfcos (Castanys 

y col •• 1990). 

AnUgenos con afinidad a la membrana de la i:lllula hospedera. En cultivos ax4nlcos de 
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eplmastlgotes de la cepa Brasil y Tulahuen se ldentlflcarón moléculas que son liberadas 

por el parásito al medio de cultivo, estas se pegan a moléculas de la membrana de las 

células hospederas de peso molecular de 32·34 kDa. Los antígenos fuerón purificados 

por cromatografía de filtración y se encuentran en el rango de 80·250 kDa. La función 

que le confieren es la participación en la Invasión celular debido a que son capaces de 

unirse a la célula hospedera (Davls y Kuhn, 1990). 

1.5.C AnUgenos de reacción cruzada y autoantlcuerpos. 

P6pt/dos 1. 1 y 1. 2 derivados do/ antlgenos SAB5· 1. Se reportaron que existen anticuerpos 

que se unen a antlgenos de r. JruW que astan cargados negativamente y son ricos en 

aminoácidos ácidos Incluyendo la IHubullna con una terminación carboxllo. Se fabrlcarón 

dos peptldos de 1.1 y 1.2, estos se derivaron de genes clonados que codifican para el 

antlgeno SAB5·1, los cuales fueron utilizados para purificar por cromatografía de afinidad 

los anticuerpos anti· 1.1 y 1.2 que se unen a la membrana del flagelo de trlpomastlgotes 

san guineo y a el cltoesqueleto de células 3T3 de rata. La unión de los anticuerpos es afectado 

por sales y a cambios de pH. La existencia de estos anticuerpos pollreactlvos y la antl·tubullna 

en sueros normales y en Infectados pueden estar presentes en la formación y desarrollo 

de autoantlcuerpos, ya que cuando el organismo está expuesto a antígenos de r . .i;oal 

y a los antígenos Intracelulares de el hospedero, el sistema Inmune reconoce epltopos 

cargados negativamente de ambos (Kahn, Kahn y Elsen, 1992). 
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1.5.D Antígenos candidatos para el diagnóstico de la enfermedad. 

En las pruebas de lnmunodlagnóstlco se deben evitar reacciones falso positivos y negativos, 

más aún en los bancos da sangre, donde es Importante tener una Información fidedigna 

para que una unidad de plasma san guineo sea usada para transfundir. Debido a esto se 

deben Identificar y purificar proteínas de alta especificidad y pureza para ser utilizados 

en lnmunodlagnóstlco. 

Antfgeno CRA y FRA. Se obtuvo un antlgeno cltoplásmlco con secuencias repetidas (CRA) 

de eplmastlgotes y un antígeno flagelar también con secuencias repetidas (FRA), el cual 

se presenta en trlpomastlgotes y eplmastlgotes. Estos antlgenos son altamente pollmórflcos 

en las cepas de I· J1.Ulli que fueron estudiadas. Se utlllzarón ambos antígenos en un ELISA 

y se obtuvó un 100% de especificidad y sensibilidad, cuando se combinan los dos antígenos 

en la prueba. Por esta razón se propusieron como candidatos para poder usarse en los 

bancos de sangre (Al me Ida y col., 1990). 

P6ptldos 8-12 y 13. En otro estudlo..$<1 obtuvieron la expresión de dos clonas aisladas 

de una llbrerla genómlca·Lambda gt1 l con suero de conejo hlperlnmune Infectado con 

trlpomastlgote9 de cultivo atenuados, después de secuenciar se obtuvieron dos péptldos: 

B-12 con 20 aminoácidos repetidos y B-13 con 12 aminoácidos también repetidos. los 

antígenos fueron comparados en otras cepas y clonas lndlc"ando una alta homología. Con 

estos antígenos se realizaron pruebas de RIA (radlolnmuno ensayo), el cual Indica que existe 

diferente reactlvldad a los antígenos por separado, en tanto que al combinarlos llenan una 
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alta especificidad. Se evaluaron frente a otras paresltosls siendo negativos a todas ellas, 

por Jo que pudieran ser utlllzados para las pruebas de diagnóstico (Zlngales y col., 1990). 

31 



11.1 JUSTIFICACION. 

La enfermedad de Chagas y su agente causal Trypanosoma J;!'.l.!!J, tienen gran Importancia 

en los países Sudamérlcanos, debido a su alto índice de Infección y mortalidad a diferentes 

edades: La Identificación y caracterización de proteínas y glucoproteínas antlgénícas del 

protozoario es un área de estudio Importante; srn embargo en México la lnvestlgeclón béslca, 

asl como la referente a la caracterización y purificación de glucoproteínas, con respecto 

a esta enfermedad es muy escasa. debido a que se piensa que las condiciones del país, 

no son las óptimas para que la enfermedad de Chagas se disemine de forma tan crítica 

como en otros lugares y también porque una gran mayoría de los recursos se destinan 

al estudio de otras parasltosls. Sin embargo, existen reportes epidemiológicos muy recientes, 

que nos hablen de un 30 a un 60% de prevalencia en zonas endémicas, estas son áreas 

que cumplan con todos los requisitos para albergar a los vectores del protozoario; algunos 

otros reportes van mlls alla, ya que hablan de índices de Infección en zonas samlurbanas 

y urbanas. 

Otra de las razones para estudiar la enfermedad de Chagas e.n México es que se habla 

de una diferencia en la patogenlcldad entre las cepas mexicanas der. !<.aW y las de otros 

países, sin embargo no existen datos experlmental~s que sustenten esta hlpotesls. Aún 

con esta diferencia, cuando el parllslto se ha establecido causa graves daños en el hospedero. 

al Igual que lo hace una cepa proveniente da Brasil, Argentina o Venezuela. 

Los estudios de los antígenos del agente causal de la enfermedad de Chagas, nos permltlran 

ampliar la Información referente a los aspectos biológlcose Inmunológicos del protozoario. 
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Con la ayuda de las técnicas electroforétlcas, Inmunológicas y de biología molecular sa 

han desarrollado Investigaciones de antígenos recomblnantes que se astan experimentando 

en la lnmunoprofilaxls en modelos animales que en un futuro se puedan utilizar en humanos. 

En particular, el presente trabajo se centra en la utillzaclón de anticuerpos pollclonales 

anti I. J:ll!II para la Identificación de moléculas que pudieran tener una participación 

Importante en los procesos Inmunológicos entre el parásito y el hospedero, así como en 

el diagnóstico y profilaxis. 
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11. 2 OBJETIVOS. 

11. 2. A Objetivo general. 

Purificación y caracterización de un antígeno de la cepa mexicana Nlnoa de Trvpanosoma 

.c.na1. 

11.2.B Objetivos particulares. 

Analizar la respuesta Inmune humoral producida en conejos al administrar un extracto soluble 

de la cepa Nlnoa de I . .c.nW. 

Utlllzar anticuerpos pollclonales para la ldentlfacaclón y purificación de un antlgeno de 

una cepa mexicana de r. i;nat. 

Caracterizar bloqulmlcamente el antígeno purificado. 

Determinar si el antlgeno puro es reconocido por enfermos chagáslcos. 
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111. MATERIAL Y METODO 

111.1 CULTIVO DE PARASITOS. 

Se utilizaron parásitos Trypanosoma Qlli1! de las cepas Nlnoa aislados de un paciente del 

Estado de Oaxaca, H1 aislado de un paciente del Estado de Yucatan, Z21 aislado de un 

armadillo en Yucatén y C4 aislada de un tria toma en el Este do de Jalisco. Los eplmastlgotes 

se mantuvieron en medio de LIT (Llver lnfuslon Trlptose) complementado con suero fetal 

bovino al 10% desactivado (GIBCO), con 25mg de hemina por cada 100 mi a 28ºC. Para 

le preparación de ontlgenos los parásitos se expandieron en el mismo medio durante 15 

días con agitación constante (Camargo, 1964). 

111.2 PREPARACION DE EXTRACTOS. 

111.2.A Extracto soluble. 

Se cosecharon los parásitos a los 1 5 días de cultivo y se levaron dos veces con 

amortiguador de fosfatos salino (P8Sl pH 7.2 a 750 xg durante 15 mln a 4°C. El botón 

obtenido se peso y por cada gramo de peso húmedo se le agregaron 5ml de amortiguador 

Trls·HCI 10mM pH 8.2 • Se anadió una mezcla de lnhlbldores de proteasas con una 

concentración final de: 5mM EDTA, 1mM PMSF, 100mM Leupeptina, 1mM Pepstatlna. 

Se solublllzaron las proteínas con 1 % NP40. Se agitó durante 15 segundos en vortex, 

se centrifugó a 13,000 xg durante 30 mln a 4°C, al final se guarda el sobrenadante en 

alicuotas a -20º C y el botón se desechó. También se realizaron extractos solubles de las 

mismas capas sin lnhlbldores (Harlow y La ne, 1988; Salusbury, 1990; 8ollag y Edelsteln, 
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1991). 

111.2.B Extracto total. 

El cultivo, cosecha y lavado de los parásitos se realizó de la misma forma como se describió 

en el apartado anterior. Después de aftadlr la mezcla de lnhlbldores de proteasas, el 

rompimiento celular se realizó por medio de cuatro ciclos de congelamiento en nitrógeno 

líquido y descongelamlento a 37°C. Se centrifugó a 13,000 xg durante 30 mln para separar 

los restos celulares. Finalmente el sobrenadante se recogió, fraccionó en pequel\os volumnes 

y congeló a ·20ºC hasta utilizarse (Saiusbury, 1990; Bollag y Edelsteln, 1991). 

111.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 

Para la cuantificación de proteínas tanto de los extractos proteícos como del antígeno 

purificado por lnmunoaflnldad y del antígeno Nlnoa 65/60 electroeluldo, se utilizó el método 

de Bradford (1976) en su presentación comercial distribuido por Bio Red para el mlcroensayo. 

Como blanco se utilizó PBS, para la curva patrón se utilizó albúmina 1 mg/ml en PBS, en 

placa suave para ELISA, !eyendose el ensayo a 595 nm en un lector Blo-Rad Modelo 3550. 

111.4 ANAUSIS DE PROTEINAS. 

El análisis de proteínas se realizó mediante electroforesis en geles de poliacrllamlda al 10% 

con SOS y en condiciones reductoras según la técnica reportada por Laommll ( 1970), con 

10pg de proteína por carril; los marcadores usados en cada experimento se especificaron 

en cada figura. Al termino de la electroforesis los geles se fijaron y se tlfterón con azul 

de coomasle al 0.05% y se destinaron con metanol al 20%, ácido acético al 7% para 
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visualizar las proteínas (Anexo 1). 

Cuando las proteínas se observaron con una baja Intensidad, después de teñir con azul 

de coomasle, sa procedlo a realizar la tlnclón de plata con un kit comercial siguiendo las 

Instrucciones del fabricante (Blo Rad)(Oakley, Klrsch y Morrls, 1980). 

111.5 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES. 

Para Identificar moléculas antlgénlcas por medio de anticuerpos, se procedió a Inmunizar 

conejos machos Nueva Zelanda de 1.8 kgr con 10 semanas de edad, que se sangraron 

por la vena marginal de la oreja antes de Inmunizar para obtener suero control prelnmune. 

En la primera Inmunización se Inyectó 1 mg/0.5 mi de proteínas del extracto soluble de 

la cepa Nlnoa, más el mismo volumen de adyuvante completo de Freund, de la misma 

forma se preparó para la cepa C4 y se Inyectaron vla subcutanea en cuello y patas traseras. 

A los quince dlas se realizó una segunda Inmunización con la misma cantidad de extracto 

más el mismo volumen de adyuvante Incompleto de Freund, .por la misma vra: la tercera 

Inmunización se realizó quince dlas después en la misma forma que la anterior. Después 

de una semana se sangró por la vena marginal de la oreja. Posteriormente se alternó cada 

semana la lnmünlzaclón con 1 mg de proteínas del extracto, sin adyuvante y el sangrado 

por la vena marginal de la oreja (Harlow y Lane 1986). 

La sangre obtenida de los conejos se colectó en tubos para centrifuga de 50 mi. El suero 

se obtuvo dejando a temperatura ambiente la sangre durante una hora, se separa el coágulo 

con un aplicador de madera. sa colocó a 4ºC toda la noche y el resto de los eritrocitos 

se removieron por centrifugación a 500 x g durante 5 mln •• se dividió el suero en tubos 
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de mlcrocentrltuga de 1.5 mi y se congeló a -20°C hasta utlllzarse (Harlow y Lana, 1988; 

Godlng, 1986). 

111.6 PRUEBA DE EUSA. 

Para verificar la existencia de anticuerpos pollclonales anti cepas Nlnoa y C4 de I. fmHi., 

se realizó la prueba lnmunoenzlmátlca de ELISA. En placas de 96 pozos se colocaron 

1 Oµg/pozo de extracto crudo de la cepa Ninoa, se Incubó durante dos horas en cámara 

húmeda a 37 ° C; después se bloqueó con albúmina al 1 % en PBS pH 7 .2 durante 2 horas 

a 37ºC, se anedló sueros de conejo anti I . .14l!!.1 de las cepas Nlnoa y C4 con diluciones 

seriadas desde 1:20 hasta 5120, se Incubó durante toda Ja noche a 4°C, seguido por la 

adición de un segundo anticuerpo contra lgG de conejo unido a B galactosldasa (Sigma) 

dlluldo 1 :2000 Incubándose con este durante una hora a 37°C. Después de cada Incubación 

se realizaron 3 lavados de 15.mln cada uno con PBS-Tween 20 al 0.05%. Finalmente se 

reveló la reacción con el sustrato ortonltrofenll-B·oGalactoplronosldo (ONPG) a uno 

concentración de 0.9mg/ml en PBS. La reacción se detuvo con 50µ1/pozo de bicarbonato 

de sodio 1Na2CO,l 1 M y se leyó a 405 nm en un lector de ELISA Blo-Rad Modelo 3550 

·(Vallar. Bldwell y Bartlett, 1979). 

111.7 INMUNOTRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA (WESTERN BLOTJ. 

Para Identificar el número y características de las moléculas antlgénlcas en los extractos 

solubles de las cepas Nlnoa y C4 se utilizó la técnica de lnmunotransferencla a papel de 

nitrocelulosa (Western Blot) (Gershonl y Palada, 1982 y 19831. En geles de pollacrllamlda 
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al 10% se separaron 100µg da proteína de extracto soluble de las cepas antes mencionadas. 

Al termino de la electroforesis, las proteínas se electrotransfirlerona papel de nitrocelulosa, 

se bloquearon las posibles uniones lnespecfficas con albúmina al 1% en PBS, se cortaron 

16 tiras de papel con 6.2µg de proteína cada uno, se Incubaron con sueros de conejos 

hlperlnmunlzados anti Nlnoa y anti C4 a uria dilución de 1 :2000, posteriormente se añadió 

el conjugado anti lgG de conejo unido a peroxldasa, el cual se diluyó 1 :2000; cada paso 

de Incubación se alterno con seis lavados de 7 min cada uno con PBS-Tween 20 al o. 1 %. 

Finalmente se agregó el sustrato 3'3-dlamlnobenzldlna a una concentración de 0.5mg/ml 

en PBS y la reacción se detuvó con agua destilada (Anexo 11). 

111.8 PURIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI NINOA. 

111.8.A Precipitación de anticuerpos. 

A partir de un volumen total de 80ml de suero de conejo hlperlnmune anti I. J;[I!!! de 

la cepa Nlnoa, se precipitaron los anticuerpos con una solución de sulfato de amonio saturada 

al 100% con un pH entre 6-7. El suero se colocó en un vaso de precipitado con agitación 

constante a baja velocidad, el sulfato de amonio se agregó gota agota hasta alcanzar una 

concentración de un 40% del total de la solución. La solución se mezcló durante 2 horas 

a temperatura ambienta y durante toda la noche a 4°C, esta solución se centrifugó a 

7000 xg durante 15 min. Se desechó el sobrenadante y el botón se resuspendió en PBS 

pH 7.2, repitiéndose este procedimiento en tres ocasiones. Finalmente los anticuerpos 

se rasuspendleron en PBS y sa dializaron durante 24 hrs con cinco cambios frente a el 

mismo amortiguador (Godlng, 1986). 

39 



111.8.8 Purificación de lgG por Sefarosa-Proteína A. 

Las lnmunoglobulinas precipitadas con sulfato de amonio, se purillcarón en una columna 

de afinidad de Sefarosa-proteína A (Sigma), una cantidad de 20 mi de anticuerpos con 

una concentración de 1 .4 mg/ml. se aplicó a una columna de 2 mi con una velocidad 

constante de 0.1 ml/mln, se lavó con PBS pH 7.2 el exceso de proteína; cuando la densidad 

óptica llego a el valor O.OS o menos, se comenzó a elulr con glicina O. 1 M pH 2.5 hasta 

colectar 20 tubos de 1 mi, los cuales contenían 300µ1 PBS 20X pH 6.2, para neutralizar 

el pH de la solución do gliClna. La lectura de la densidad óptica de las muestras colectadas 

se registraban directamente a través de una lámpara de UV a 280 nm y un graflcador que 

están conectados a un cromatógrafo automático (Econo Slstem Controller de Blo-Rad), 

también se leyeron en espectrofotómetro para precisar con más exactitud el pico de 

anticuerpos eluidos. El anticuerpo recuperado se dializó frente a un amortiguador de 

carbonatos 0.1 M pH 8.5 y se concentró en membranas de dlallsis (Spectra/por 2, 

12,000-14,000 MW) con aquazlde (Godlng, 1986). 

111.8 .C Reactivldad del anticuerpo purificado. 

Para analizar la pureza de la lgG anti cepa Nlnoa, estos se sometieron a electroforesis en 

geles de pollacrllamlda al 10%, en condiciones reductoras y para verificar su actividad 

se realizó una electrotransferencla a papel de nitrocelulosa utlllzando como antígeno a 

extractos de las cepas Ninoa, C4 , Yuc H1 y usando un conjugado antHgG de conejo unido 

a peroxldasa diluido 1:2000, finalmente se reveló con 3'3-dlamlnobenzldlna, (Anexo 11). 
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111.9 INMUNOABSORBENTE. 

111.9.A Acoplamiento de lgG anti-!. i;agj. 

la concentración de lgG antl-Ninoa se determinó a partir de la densidad óptica medida 

a 280nm de acuerdo a la siguiente relación: 1.4 de densidad óptica equivalente a 1mg/ml 

de lnmunoglobúllna en solución y también por cuantificación de protelnas por el método 

de Bradlord (1976). Para la elaboración de la columna de afinidad se utilizaron43.65 mg 

de lgG anti cepa Nlnoa, en solución de amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.5, las 

cuales se acoplaron a la resina de la siguiente forma: dos mililitros de la resina Affl-gel 

10 (Blo·Rad) se resuspendleron y colocaron en un filtro de cristal (Buchner), so lavó con 

20 volúmenes de agua deslonlzada a 4ºC. La resina y las lnmunoglobulinasse mezclaron 

en 6 mi de amortiguador de carbonatos con agitación constante a 4ºC por cuatro hrs, 

en las mismas condiciones de agitación después se agregó 0.1 mi de etanolamlna-HCI 

1 M pH 8, y se Incubó durante una hora, para bloquear los grupos activos restantes. Para 

determinar la cantidad de protelna acoplada, se resta de la cantidad de proteína colocada 

Inicialmente, la protelna recuperada al final. Al termino, la resina se colocó en una columna 

y se lavó con amortiguador de carbonatos; también se pasaron 10 volúmenes de glicina 

0.1 M pH 2.5 para asegurar que los anticuerpos no pagados covalentemente se lavaran 

y no Interfirieran posteriormente durante la cromatografía. Finalmente se equilibró con 

amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.5 (Cuatrecasas, 1970; Según manual provisto 

por el distribuidor; Prlckett, Amberg y Hopp, 1989). 
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111.9.B Cromatografía de afinidad. 

La columna de inmunoaflnidad de 2mJ, se incubó con 2.5 mi de antlgeno (extracto totall 

de la cepa Ninoa con una concentración 3.5 mg/ml de protelna durante toda Ja noche a 

4°C, en posición horizontal v con agitación. AJ siguiente dla se colectó Jo que no se pegó 

a la columna v se lavó el exceso de protelna con amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 

8.5; Ja elución se realizó con glicina 0.1 M pH 2.5 v NaCJ 1 M pH 5, colectandose fracciones 

de 1 mi. La solución de glicina se neutralizó con 300µ1PBS20X pH 6.2. Después la columna 

se llevó a su pH original con amortiguador de carbonatos, se guardó con el mismo 

amortiguador más 0.02% de ácida de sodio a 4ºC, para su uso posterior. La columna 

·antes de usarse nuevamente se lavó con el amortiguador de equilibrio sin conservador. 

Las fracciones que contenlan Ja mayor lectura a 280 nm se agruparon, se concentraron 

10X en conos de amlcon CF25. Finalmente se dializaron en membranas (Spectra/por 2, 

3,000 MW) frente a PBS v agua deslonlzada. Se le.sdetermlnóla concentración de protelna 

por el método de Bradford,(1976). Las muestras se mantuvieron a -20ºC en allcuotas 

para su posterior análisis (Carbonetto v col., 1990 v Prlckett, Amberg v Hopp, 1989; Bollag 

v Edelsteln, 1991). Todo el trabajo de purificación tanto de JgG, como del antlgeno se 

realizó con un equipo de cromatografía Blo-Rad Econo Slstem Controller modelo 220 V. 

111.10 ELECTROELUSION. 

Las protelnas purificadas por a fin Id ad, se se pararon por electroforesis en geles preparativos 

de pollacrllamlda de 1.5mm de grosor al 10%, con el mismo procedimiento descrito en 

el Anexo J. Al termino de Ja electroforesis se cortaron los marcadores de peso molecular 
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colocados al principio y al final del gel, y se @erón con azul da coomasle para Identificar 

la banda a cortar, mientras tanto el gal se dejó en refrigeración a 4ºC con amortiguador 

para elulr. Después de la Identificación de las proteínas en las tiras tenidas, estas se alinearon 

con el resto del gal y se cortó la banda de Interés; esta se dividió en cuadrltos de 1X1 

cm y estos se colocaron en amortiguador de Tris 0.1M, Glicina 0.768M y SOS al 0.4% 

pH 8.3 como solución eluyente, se recibió la proteína en amortiguador Tris 0.1 M 4X pH 

8.3. La electroeluslón se roallzó en Slxpac Eluter Ge 200 (Hoefer Sclentlflc lnstrumentsl 

(8ollag y Edelsteln, 1991; lntructlons GE 200 del Fabricante). La proteína recuperada se 

dializó en membranas (Spectra/por 2, 3,000 MWI frente a P8S y agua deslonlzada. Analmente 

se concentró 10 veces en un evaporadorSavant modelo Speed Vac Concentrar SVC 100 

H. A este antlgeno se le llamo AgNi 65/60. 

111.11 GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES REDUCTORAS. 

El anéllsls del antlgeno purificado se realizó por medio de SDS·PAGE en condiciones 

reductoras. En geles de pollacrllamlda al 10% con SOS, se colocaron 1 Oµg por pozo del 

extracto total soluble, del antígeno purificado por afinidad y del AgNI 65/60 previamente 

mezclado con el amortiguador que contiene 2-B·mercaptoetanol. Al termino de la electroforesis 

el gel se fijó, se tll\ó en azul de coomasle y destiñó, para la visualización de las proteínas 

separadas, también se utlllzó tlnclón de plata (Laemmll, 1970)(Anexo 1). 
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111.12 GELES DE POUACRILAMIDA EN CONDICIONES NO REDUCTORAS. 

Para el análisis dal antlgano en condiciones no reductoras se prepararon geles de pollactDamlda 

al 8% el gel separador y al 5% el gel concentrador. para la corrida del gel se utilizó el mismo 

amortiguador como en las condiciones reductoras (Anexo 11. pero las muestras se prepararon 

con el siguiente amortiguador: Tris 1M, glicerol 50%, azul de bromofenol al 1% y SOS 

al 2% pH 6.8 sin hervir, utilizando las mismas condiciones de corrida que los geles en 

condiciones reductoras. Se tlftó de la misma manera como para los geles en condiciones 

reductoras. Los marcadores utilizados fueron los no tellldos (SDS·PAGE Blo·Radl de alto 

peso molecular que van desde los 200 kOa hasta 40 kDa (Reisfeld, Lewls y Willlams, 1962). 

111.13 REACCION SHIFF·PAS. 

Para la detección de glucoproterna se realizó una reacción de Shlff (Pas·Shiffl. Después 

de una electroforesis en condiciones reductoras, el gel se colocó en ácido tricloroacético 

al 10% a 4ºC toda le noche, se cambio e ácido acético al 7% durante 30 mln temperatura 

ambiente con agitación, luego se paso a ácido peryodlco al 0.2% a 4°C durante 45 mln. 

Después se lavó una vez con ácido acético al 7% e Inmediatamente so colocó en el reactivo 

de Shlff y refrigeró a 4°C durante toda la noche. Se cambió a temperatura ambiente hasta 

observar una coloración rosada intensa. la vlsibllldad de las bandas se Incrementa con 

2 o 3 lavados con écido acético al 10% (Segrest and Jackson, 19721 (Anexo 111). 
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111.14 DETECCION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

La detección de actividad enzlmatlca se realizó con geles de pollacrilomlda al 10% con 

gelatina al 1 % Incorporada en el gel separador como sustrato, el gel concentrador se preparó 

al 5% de acuerdo a la metodología de Laemmll 11970). Las muestras se prepararón 1:1 

volumen con el siguiente amortiguador: 2.5% SOS, 1 % sacarosa, 20% glicerol y 4mg/ml 

de rojo de fenol, sin hervir. El amortiguador para la electroforeslsfuol: 0.025M Tris, 0.192M 

glicina, 0.1% SOS pH 8. Los geles se corrieron con un máximo de 100 volts constantes. 

Al termino de la corrida el gel se colocó en una solución de Trlton X 100 al 2.5% durante 

una hora a temperatura ambiente con agitación. Despúes se Incubó a 37ºC durante 2 

horas con una solución de glicina 0.1 M pH 8.3. Finalmente se tiñó con a mido negro 0.1 %, 

la actividad enzimática se detectó con la aparición de bandas translúcidas que Indican 

que se ha degradado el sustrato (Heusen and Dowdle, 1980), (Anexo IV). 

111.15 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI AG NI 65/60. 

Para determinar si existía reconocimiento de la proteína purificada (AgNI 65/60) por sueros 

de conejos y ratones Inmunizados, ratones Infectados y humanos con enfermedad de Cha gas 

se utilizó la técnica de electrotransferencla a papel de nitrocelulosa utilizando 100µg de 

proteína de AgNI 65/60 por Ja técnica de Western Blot descrita anteriormente. 

También se probó el antígeno con suero de personas Infectadas con otros parásitos: 3 

con toxoplasmosls, 3 con amiblasls, 5 con teanlasls, 12 con lelshmanlasls, 7 con cisticercosis. 
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111.16 PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI ANTIGENO 65/60. 

Para la producción de anticuerpos anti·AgNI 65/60 en ratones, se preparaba la proteína 

dela siguiente manera: en geles preparativos de pollacrilamlda al 10% de 1.5 mm de grosor 

en condiciones reductoras !Anexo 11, se corrieron 300 µg de antígeno purificado por 

cromatogratra, para visualizar los antígenos como fue descrito anteriormente (electroeluslón, 

apartado 111.101. se cortaron los geles en el área donde se localiza el antígeno 65/60. El 

gel se homogenlzó pasandolo a través de agujas de diferentes calibres. Con esta preparación 

se tomaron 100µ1 que contenlan aproximadamente 50µg de proteína. 

Para la producción de anticuerpos antl-AgNI 65160 de I. &!J.W, se utillzarón ratones hembras 

Balb/c de 8 semanas de edad, ros animales previamente habían estado en cuarentena y 

se sangraron por la vena ocular con capilares heparlnlzados como antlcoogulante. Se-les 

administró vfa lntraperltoneal 50 µg/100 µI del homogenado de AgNI 65/60, aftadlendo 

al mismo volumen de adyuvante completo de Freund. A los 'quince dfas se les aplicó 

nuevamente la misma preparación, por la misma vra. Quince dfas después se Inyectaron 

200µ1 del homogenado sin adyuvante y una semana después se sangraron por la vena 

ocular para obtener suero (procedimiento previamente descrito en ef apartado 111.5) y verfflclsr 

la existencia de anticuerpos anti AgNI 65/60 por Western Blot. 

111.17 INMUNOFLOURESCENCIA INDIRECTA. 

Para fa localización del Ag Nf 65/60 en el parásito, se utilizó la técnica de fnmunoHuoresce~cla 

Indirecta llFI) con la metodologfa siguiente: los eplmatlgotes de la cepa Nlnoa de I. !IDlll 

se cultivaron durante ocho dfas. Los parásitos se lavaron dos veces con PBS albúml~a. 

46 



se contaron y se ajustaron a un millón de parásitos en 100µ1 da PBS. En cubreobjetos 

limpios se colocan cien mil parásitos dejandosa secar al aire. Se fijaron con metanol absoluto 

durante 5 mln, se lavaron dos veces con PBS y agua deslonlzada. Se colocarón en cámara 

húmeda y se añadió el suero. de ratón anti NI 65/60 diluido 1 :50 en PBS albúmina al 0.5% 

más lgG normal de conejo al 0.1 %, en un volumen total de 100µ1, se Incubó a 37°C durante 

30 mln, se lavó tres veces con PBS filtrado y una vez con agua deslonlzada. Se agregó 

un conjugado anti ratón lgG blotlnllado (Amersham) diluido 1 :500, en el mismo amortiguador, 

Incubando a 37°C durante 30 mln, nuevamente se lavarón con PBS tres veces y una con 

agua deslonlzada. Después se añadió el sustrato estreptoavldlna-fluorescelna (Amershaml 

diluido 1 :500 en PBS, Incubando a 37°C durante 30 mln en obscuridad. Finalmente se 

lavarón tres veces con PBS y una con agua deslonlzada. Las preparaciones se dejaron 

secar al aire en obscuridad y se montan en cubreobjetos. Se observaron en microscopio 

para fluorescencia y se fotografiaron (Nlckon, Modelo Optlphot). 
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1v. RESULTADOS 

Los resultados de la presente Investigación se describen a continuación. 

IV.1 CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN CONEJOS. 

IV.1.A ldentilicaclon de proteínas constitutivas. 

La concentración de protefnasobtenidaspara las cepas análizadas fue la siguiente: Cepa 

Ninoa, 2.6mg/mi; C4 , 0.45mg/ml; Yuc H1, 1.6mg/ml y Z21, 1.7mg/ml calculada por 

el método de Bradford (1976). 

Con estos datos se realizó un análisis de los componentes proteicos por electroforesis 

en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras utilizando 10µg de proteínas de 

los extractos. Observándose que la distribución de las proteínas se encuentran desde 

los 116 kDa y menores a los 26.6 kDa de.masa molecular, que corresponde a los 

marcadores utilizados. Encontrándose diferencias entre la cantidad y abundancia de 

las proteínas solubllizadas en las diferentes cepas, dependiendo también de la presencia 

o no de lnhibidores de proteasas (Fig. 11. Aún cuando se observó, en el análisis 

electroforétlco que los extractos solubles de las cepas Ninoa (Flg. 1,BI y H1(Fig.1,C) 

sin lnhibidores de proteasas, presentaban un mayor número de bandas proteicas, se 

decidió que durante el proceso se utilizarían los extractos con lnhlbidores, debido a que 

las proteínas sufren menor degradación al paso del tiempo en qua permanecen con.geladas. 
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Flgura 1. Análisis do protoJnas constitutivas do copas do I· cn11I on SOS-PACE. 
Extrac1os solubles obtenidos con NP-40 al 1 % 110 µgl, fueron separados en geles 
do pollacrllamlda al 10% con SOS y mercaptoetanol, los goles se tlneron con azul 
do comasle. Los extractos so prepararon en presencia 1+1 y ausencia H de 
lnhlbldoros do proleasas. A:Copa C,, B:Copa Ninoa, C:Cepa Yuc H1 y O:Yuc Z21. 

IV.1.B Análisis antigénico de las protefnas. 

Con los extractos solubles de la cepa C4 y Ninoa se produjeron anticuerpos policlonales 

en conejos Nueva Zelanda. Los sueros fueron analizados por la prueba de ELISA, se 

observó que las dos cepas son capaces de producir la formación de anticuerpos anti-

L l<!fill, después de tres inmunizaciones con 1 mg del extracto más adyuvante completo 

de Freund. los antisueros obtenidos contra las cepas de L cruzi reconocen a los antígenos 
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C4 y Nlnoa hasta una dilución de 1 :640, en tanto que los sueros prelnmunes no 

reaccionaron con los extractos del parásito (Flg. 2). El antisuero anti cepa Nlnoa es el 

que presentó los valores más altos de densidad óptica, 1.3 y 1.1 tanto frente al antígeno 

de la cepa C4, como ante el de la cepa Ninoa , lo que Indica que estas cepas comparten 

moléculas antlgénicas. 

Con estos antlsueros de conejos positivos a L JtlfilJ se empezó la caracterización de 

las protelnas antlgénlcas por medio de la técnica de Western Blot. En la figura 3,8 se 

observa que el suero anti C4 reconoce por lo menos 14 antígenos en el extracto de la 

cepa Nlnoa, de las bandas más evidentes se pueden mencionar las siguientes: 100, 

84, 80, se observan por lo menos seis bandas en el área del marcador de 58, 49kDa 

y una banda muy evidente en el área de 45kDa. El antlsuero homólogo contra la cepa 

Nlnoa reconoce también varias bandas de peso moleculares muy parecidas a las antes 

mencionadas, además de que aparece una banda muy clara de 50kDa que no se observó 

con el suero antl-C4, con este antlsuero también se Identificó la banda de 45 kDa como 

la más evidente, (Flg. 3,C). Debido a los resultados obtenidos en las dos pruebas anteriores 

y por la disponibilidad de el material biológico en el laboratorio.se seleccionó determinó 

que se continuarla trabajando con la cepa Nlnoa para la purificación de protelnas 

antlgénlcas. 
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FJgura 2. Análsla de .. respuesta da .,t)QJotpOS anti- I· mm por medo del enuyo 
de EUSA. L11 mlcroplaca1 fueron 1en1lblllzadas con 100 pg do antígeno da laa cepas 
C4 (A, y de la cepa Nlnoa[BJ. los 1uoro1 anti·!·~ fueron dlluldo1 desda 1 :20 
hasta 1:5120. Sa agregó un segundo anticuerpo anti conejo unido a 8-galactoaldaaa 
a una dllucl6n 1 :2000 y 18 uso como 1ub1tra10 ortonl1rofonll-B·D·Qalactoplrano1ldo 
a una concenlracldn da 0.9 mg/ml, En la figura astan representados 4 diferentes 
conejos Inmunizados, dos da ellos con ~ ex1racto da la cepa Nlnoa y dos mas con 
extracto de la cepa C4 • Loa sueros prolnmunes y antl1uero1 despu61 de tra' 
Inmunizaciones. 
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Figura 3. Caracterización do protoloas antlgónlcas reconocidas por suero do concfo Inmunizados. 
Pro1olna& de la cepa Ninoa se separaron on goles do poliacrilamlda con SDS y morcaptoo1anol 
y se uansfirlaron a papel do nitrocelulosa. las proteínas transferidas so Incubaron con 
suero control prelnmuno IAI, suero do conejo anti copa C4 IBI y suero de conejo anti cepas 
Nlnoa (CI diluidos 1 :2000 y en 101 o>ctracto do la cepa Ninoa. Pos1eriormen1e se agregó un 
anticuerpo anti conejo unido a poroxidasa diluido 1 :2000, finalmente so agregó 
3'3-dlamlnobenzldina como substrato. 
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IV.2 CONSTRUCCION DEL IMNUNOABSORBENTE. 

IV .2.A Purificación de las lgGs anti cepa Ninoa. 

La purificación de las lnmunoglobulinas anti I. i;nW se realizó en varios pasos, en la 

figure 4 se observa una gráfica típica de purificación de anticuerpos lgG, por cromatografla 

de afinidad a proteína, los cuales fueron dluldos con Glicina 0.1 M pH 2.5, recuperando 

un promedio de 7 mg de lnmunoglobullna lgG por cada 28 mg de lnmunoglobullnas 

totales aplicadas a la columna. 

IV .2.B Análisis de lgGs purificadas. 

Para determinar el grado de pureza de las lnmunoglobullnas,estas se anallzarón en geles 

de pollacrllamlda en condiciones reductoras. Se observan las cadenas pesadas y ligeras 

que componen las lnmunoglobúllnas lgG (flg. 5,B). Para determinar que las 

lnmunoglobullnas puras seguían reconociendo a los antlgenos del parásito después del 

proceso de purificación, se realizaron un Western Blot. Observandose que las lgGs anti 

Nlnoa, mantuvieron la misma actividad de reconocimiento a antígenos de la cepa Nlnoa 

que presentaban antes de la purificación. Como controles se utillzarón a la misma dilución 

un suero prelnmune e lgG normal purificada de suero de conejo (Flg. 6). Se realizó un 

experimento similar con proteínas de las cepas C4 y H 1. Se observó el mismo resultado 

de reconocimiento de antígenos que el observado con el suero hlperlnmune antes de 

purificar. Los antígenos reconocidos por estas lnmunoglobúlinas fueron muy parecidas 

en las cepas probadas, locallzandose las bandas principales en el área de 45 a 50 kDa 

y en el área de 60 kDa a 80 kDa. Con el extracto de la cepa Yuc H1 se observó una 
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banda muy marcada de aproximadamente 60 kDa (flg. 7). 
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Flgura 4. Puriflcadón de kuoonoglobulinas lgG .,ti cop• Nno• por aomatograffa de 
afink1ad en prot•• A. Las lnmunoglobOllnas precipitadas en sulfato de amonio saturado 
al 40%. se pasaron por una columna de cromatograUa de afinidad a protarna A. El lavado 
de proteína no retenida se hlzó con amortiguador da Carbonatos 0.1 M pH 8.8. La elualón 
de la protol'na retenida aa realizó con gllclria 0.1 M pH 2.5. La lgG total fue elulda 
entre las fracclone1 35 y 43. 
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Figura 5. Análisis do lgG purificadas por cromatogralla anti copa Ninoa 
en SDS-PAGE. En CAi lnmunogtobulinas totalos precipitadas en sulfato 
de amonio saturado v en 181 lgG pura anti cepa Ninoa después de la 
cromatografla en solarosa protolna A. 
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Figura 6. Análisis do la actividad do lgGs puras anll cepa N'moa por 
medio de Western EUot. Extraclos totales de la cepa Ninoa so sepa 
raron en goles de acrilamlda con SOS y mercaptooianol, poslerlor 
mente se ttansllrloron a papel do nitrocelulosa. So cortaron tiras 
con 5 µg de antígeno y se Incubaron con: BI suero prelnmune, 
C) suero hlperlnmune anti cepa Ninoa, 0) lgG pura, El lgG normal. 
Los sueros lueron diluidos 1 :1000. so anadió un segundo anticuerpo 
lgG anll conejo unido a peroxidasa diluido 1 :2000, la reacción se 
reveló con 3'3-dlamlnobenzldina 0.5 mg/ml en PBS. Al Extracto 
crudo de la cepa Ninoa usada como antlgeno. 

IV.2.C Columna de cromatografía de afinidad. 

Después de Incubar los anticuerpos con la resina siguiendo las Indicaciones de los 
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fabricantes, se calculó la eficiencia de acoplamiento por la diferencia de la concentración 

de prote!nas Inicial y la concentración final, siendo esta de un 87%. 

IV.3 PURIFICACION DEL ANTIGENO NINOA DE 65/60 kDA (NI 65/60). 

IV.3.A Purificación de los Antlgenos de·la cepa Ninoa 

Con la columna da aflige! 10-antl Nlnoa al Incubar el extracto total del parásito y elulr 

la protelna adsorvldasa obtuvieron dos picos: pico 1 entre las fracciones 27 y 35 (glicina 

0.1 M pH 2.5) y el pico 11 entre las fracciones 47 y 51 INaCI 1 M pH 5). En la figura 

8 se muestra una gráfica representativa del proceso de purificación en la cromatografía 

de afinidad. 

En la tabla no. I, se encuentra especificada Ja rpcuperaclón de proteínas obtenidas de 

la columna de afinidad en cuatro experimentos diferentes, al Incubarse extracto fresco 

der.~. obtenlendose que del 100% de protelnas se eluye de la columna un promedio 

de 3.15% de proteína de ambos picos. 

IV.3.B Análisis de los AgsNI en geles do poliacrilamida. 

los picos 1 y U purificados (flg. 8) se analizaron en geles de pollacrllamldaen condiciones 

reductoras, se observó que ambos picos presentaban un doblete de 65·60 kDa, además 

se observó una de menor Intensidad con un peso molecular de 40 kDa, después de 

hacer un pool de los dos picos (flg. 9). 

Para verificar si esta fracción purificada era reconocida por sueros de personas Infectadas 

se realizó un Western Blot utilizando como antígeno un pool de los picos 1 y 11, 
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enfrentandose a suero normal de humano y a un suero de enfermo chagásico crónico. 

Se pudo observar que los anticuerpos presentes en el suero de humano infectado 

Figura 7. Reconocimiento anligéolco do la lgG ami cepa Ninoa a cepas C4 y Hl on 
Wostom PJot. Se rea!izó el Western Blot como U doscribió on mo1odolog!a, utilizando 
5 µgftlra do papol de eKtracto de los aislado c. y 'fue H1. las titas do papel se 
lncubafon con: A) suero prelnmune. DI suero h!porinniuno anti copa Ninoa, CI lnmunoglo 
butlnas anti Ninoa precipitadas en $ulla10 do amonio y D) lgG puras anti Nlnoa. 
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Figura B. Purificación de los Andgcnos Mnoa (Ag .. Ni) p .. r ciomatograUa do afinidad on 
Affigol 10 anti Ninoa. La columna de afinidad bt. h~c.1.1bJ c.011 2 mi de Clri.ttac:o de la copa 
Nlnoa durante toda la noche a 4ºC, se oluyO con glicina 0.1 M pH 2.!i y NaCI 1 .O M 
pH 5.0 a una velocidad constante de 0.5 ml/mln. En la gráfica se observan dos 
diferentes picos de absorvancla a 290 nm, obtenidos con la alusión con Glicina (pico 1) 
y la eluslón con NaCI (pico 11). 

La{}'ndlca la aplicación de glicina y la-Indica la apllcaclón del NaCI. 
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TABLA 1 
RECUPERACION DE PROTEINAS DE LA COLUMNA DE 

AFINIDAD AFFI GEL 10-ANTI NINOA. 

EX PERI Total de 
MENTO protelna % 

Extractollf 8.75 100 
Inicial 

1 Pico 1* 0.123 1.40 

Pico 11* 0.183 2.09 

Tot.1+11 0.306 3.49 

Extracto 8.75 100 
Inicial 

2 Pico 1 0.123 1.40 

Pico 11 0.135 1.54 

Tot.1+11 0.258 2.94 

Extracto 8.76 100 
Inicial 

3 Pico 1 0.162 1.85 

Pico 11 0.204 2.33 

Tot.1+11 0.366 4.18 

Extracto 7.75 100 
Inicial 

4 Pico 1 0.142 1.83 

Pico 11 N.O. 

Tot.1+11 0.142 1.83 

Promedio 8.5 100 
Extracto 

Promedio .268 3.15 
1+11 

::,1Et.a detormlnaclón do proteínas del ex1rac10 total y do 101 picos 1y11 
10 realizó por .. mdtodo de Bradford. 
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reconocen además del antlgeno de 65·60 kDa, un antlgeno de 40 kDa y otro de 28 

kDa, más una banda adicional de aproximadamente 90 kDa(Flg. 10). Debido a que la 

banda de 65/60 fue más abuntante en las fracciones obtenidas de la cromatografía 

se determinó purificar este antlgeno, los resultados se dan a continuación. 

IV.3.C Electrooluslón y análisis del Ag Ni 65/60 kDa. 

El pool de ambos picos 1 y 11, se separó en geles preparativos de poliacrllamlda en 

condiciones reductoras para electroelulr el anti geno de 65·60 kDa. Una vez electrooluldo 

el antígeno se analizó en 11eles de poliacrllamlda con SOS y en condiciones reductoras, 

(Flg. 11,A y B), observándose sólo el doblete 65·60 kDa. El mismo antígeno electroeluldo 

se analizó en geles de acrllámlda en condiciones no desnaturlzantes obsorvandose una 

sola banda de aproximadamente 120 kDa, (Flg. 11,C y D). En la tabla 2 se especifica 

la recuperación de proteína del antígeno de 65/60 kDa al electroelulrlo de los AgsNI, 

obtonlendose un mlnlmo del 59.8% y un máximo de 86.4% de rendimiento. 

IV.4 CARACTERIZACION DEL ANTIGENO 65/60. 

Para caracterizar bloquimlcamente la naturaleza del AgNI 65/60 se realizó una tlnclón 

de Shlff que Identifica gllcoprotelnas. Se observó que el AgNI 65/60 presentó una reacción 

positiva, se utilizó como control de la prueba lgGs puras (flg. 121. 

También en geles de pollacrilamlda con 1 % de gelatina como sustrato se Intentó determinar 

si el AgNi 65/60, presentaba actividad enzimática. Los AgsNI mostraron una actividad 

enzimática en 60 kDa y 40 kDa. Sin embargo, en el AgNI 65/60 no se presenta actividad 

62 



enzimática (Fig. 13). 
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Figura 9. AnAlisls de los picos 1y11 on SDS-PAGE. Los picos 1 y 11 purificados por 
cromatografra do afinidad se dlalizaron, concentraron y fueron analizados en geles de 
pollacrilamlda en condiciones reductoras. Al extracto original de la cepa Ninoa, 81 pico I, 
CI pico 11, DI pool de pico 1 y 11. 
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Figura 1 O. Dotocción do Antígonos purillcados por cromatograHa do 

aflnldidad por Wostom blot. El pool de los picos 1y11 se separaron on 
electroforesis con SOS en condiciones 1oductoras, despuós las proteínas 
se transfierón a papel de nitrocelulosa y las tiras de papol se lncubarón 
con un suero normal de humano !Al y con suero de enfermo con chagas 
en fase crónica, con una diluclón 1 :500, se colocó un conjugado anti 
humano unido a peroxidasa y se revelo con 3'3·Diamlnobenzldina. 
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Figura 11. Análisis on gclos do poliacrilamida dol AgNi 65/60 olectrocluido. los antí 
genos purificados por lnmunoaflnldad se scpararón on geles preparativos de poliacrl 
lamida con SOS y mercaptootanol para eloctroululr el anttgono do 65·60 kOa. Para 
el análisis del antlgeno despuh de la eleclroeluslón se prepararon geles de poliac1Jla 
mida con SOS en condiciones reductoras (11: Al AgNI 65160 101'\ldo con azul de ca 
maslo, B) NI 65/60 tenido con plata. En goles do poliacrilamida al 8% con SOS en 
condiciones no desnaturlzanles 121: CI Ni 65/60 con azul de comasie y 0) AgNI 
65/60 en plata. 
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TABLA 2 

RENDIMIENTO DE RECUPERACION EN LA 
ELECTROELUSION DEL AgNI 65/60. 

EXPERI Total l'rot. 
MENTO Pro t. Electro 

(µg)' elulda(µgj 3 

1 AgsNl1 300.8 

AgNi65/60 240 

2 AgsNI 300.8 

AgNl65/60 180 

3 AgsNi 300.8 

"' 
100 

79.8 

100 

59.8 

100 

AgNl65i60 260 86.43 

4 AgsNI 300.8 

AgNl65/60 236 
1 :AgaNI: Antígenos purificados por cromatografía de afinidad. 
2:Canlldad máxima de proce!na colocada por gel para eJectroelulr. 
3:Cantldad de proteína obtenida por electroeluslón. 
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Ffgura 12. Raacdón do Shilf-Pas dol AgNi 65160. En geles de poliacrl 
lamida en condiciones reductoras, el gel se colocó en TCA al 10%, 
se pasó a ácido porlodlco, se cambio al reactivo de Shlff y finalmente 
se aclaró con 4cldo acético; A) Control glicoprotelna llgG), B) AgNJ 
65160. Se utmzarón los estandares da bajo poso molecular pretenidos 
de 106 kDa a 18.5 kDa, Bio Rad. 
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Agura 13. Dotocdón do actividad enzimática do los antígenos Ninoa y 
el entfgono de 65/60 kOa en gclc.s do poliacrilamlda. Se determinó la 
existencia de actividad enzimática en los antlgenos purificados en el gel 
con 1 % de gelatina como susttato, el proceso en detallo se describo en 
el Anexo IV. En A) se muestran los AgsNI purificados por cromatogratra 
de afinidad, mostrando actividad enzhnatlca en el érea de 60 kOa y 40 
kOa, en B) AgNI 65/60 después de olocuoolult. 

IV.4.A Reactividad de los anticuerpos murinos. 

La reactlvidad de los anticuerpos anti el AgNI 65/60 se verificó en Western Blot, tanto 

con el extracto total de la cepa Nlnoa, como con la proteína electroelulda, los cuales 
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fueron transferidos a papel de nitrocelulosa. 

Cuando so utilizó el antlgeno Nlnoa 65/60 purificado se encontró que el anticuerpo 

murlno reconoclo las 2 bandas de 6~/65 kDa, q1Je fueron Inyectadas, (flg. 14.E). Aún 

más cuando el mismo anti suero se enfrentó a andgeno total de Nin o a se encontró que 

este reconoclo principalmente el doblete de 65/60 (llg. 14 y 15). 

IV .4.A Localización del andgeno Ninoa 6.S/60 en el parásito. 

Can los anticuerpos po.\lclonalos producidos en el ratón frenle e el antfgeno Nin o a 65/60 

se realizó la prueba de lnmunofluorescencla indirecta (IFll para la localización del mismo 

antfgeno en el protozoario. La prueba de IFI, se realizó utilizando como control negativo 

un suero normal de ratón, y como control positivo un suero hlperlnmune anti cepa Ninoa. 

En la preparación con el control positivo de suero hlperinmune, los parásitos presentan 

una fluorescencia intensa en la totalidad del organismo, sin definición de alguna de las 

estructuras Internas, (fig. 16.B) en tanto que el suero normal es totalmente negativo, 

(flg. 16.D). En las preparaciones con los anticuerpos pol\clonales antl·andgeno 65/60 

kDa, se observó que los tres sueros de los ratones, reconocieron una estructura Interna 

en parásito, en la figura 16.F se muestra sólo el suero que corresponde a el ratón 5 

denomlnandose anti antrgeno NI 65/6016,. Se observa que la estructura que fluoresce 

en el Interior del protozoario con mayor Intensidad; se presenta hacia la parte anterior 

a la media principalmente, ya que en algunos se presenta en la parte posterior del 

organismo. 
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Figura 14. Roconodmlonto dol antígeno 65/60 por sueros do ratón on Wostom Blot. 
Se transfirieron Sµg dol AgNi 65160 a papol do nitrocelulosa, y so lncubarón con sueros 
de ratón en una dilución 1 :400. Al AgNI 65/60 transferido a el papel do nitrocelulosa. 
8) suero prelnmune, CI suero hlperlnmune anti copa Ninoa, DI suero do ratón lnfoc1ado 
con la cepa Ninoa y El anti AgNI 65/60. So agregó un segundo antlcuo1po anti ratón 
lgG unido a poroxldasa y so usó como substrato 3'3-Dlamlnobonzldina. 
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Figura 15, Westom Blot con antlcuorpo1 murino1 anti AgNi 65/60. El anllgeno de !. '1lllf 
de la cepa Nlnoa fue transferido a papel do nitrocelulosa, so cortaron tiras con Sµg de 
proteína, lncubandose con sueros de ratón en una dilución 1 :500. Al Extracto total de 
la cepa Ninoa, BJ suero prelnmune, CI suero de ratón Infectado con la cepa Nlnoa y O)Cres 
diferentes sueros anti AgNI 65/60. Se agregó un segundo anticuerpo antllralón lgG unl 
do a peroxldasa diluido 1 :2000 y como substrato 3'3·Dlamlnobenzldlna. 
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Figura 16. Identificación del antlgeno Ni 65/60 en'el panlslto por anticuerpos pollclonales 

murinos por lnmunofluo:escencia Indirecta llAI. Se fijaron parásitos con metanol absoluto 

·sobre porta objetos, se lncubarón en cámara húmeda a 37°C con sueros de ratón a 

una dilución 1 :50, se le agregó un conjugado anti ratón lgG blotlnilado diluido 1 :500 

y por último como sustrato sale añadió Streµtoavldlna-fluorascelna diluido 1 :500, en 

las mismas condiciones de Incubación. Se lljarón las preparaciones, se observaron al 

microscopio y fotografiaron. Al suero hlperlnmune campo claro (60XI. BI suem hlperlnm.une 

fluorescencia (60XI. CI suero prelnmune campo claro (100XI, DI prelnmune fluorescencia 

(100XI. El anti AgNI 65/60161 campo claro (60XI y El anti AgNI 65/60 161 fluorescencia 

(60XI. 
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IV.5 RECONOCIMIENTO POR SUEROS HUMANOS DEL ANTIGENO Ni 65/60. 

IV.5.A Por sueros de pacientes con la enfermedad de Chagas. 

Otro de los objetivos del presente trabajo lué Investigar si el antígeno purificado podría 

ser utilizado comu un antígeno para e1 lnmunodlagnóstlco de la enfermedad de Cha gas. 

Por resultados obtenidos en nuestro labonit<irio se salio que pacientes con la enfermedad 

da Chagas crónica, reconocenvilrlns antfgenos de la cepa Ninoa entre ellos un antfgeno 

de peso molecular cercano a los 66 kDa. Por lo tanto, se decidió pobrar si el antígeno 

NI 65/60 p~drf'a ser •I antígeno reconocido por estos sueros. Para eso, se transfirió 

el antígeno NI 65/60 o papel de nitrocelulosa enlrentandclc a sueros de pacientes 

chegáslcos en !~se crónica y rovelahdo con un conjugado anti humano unido a peroxfdasa. 

Nuestros resultados mostrarón que de B pacientes crónicos confirmados, 6 reco11ocleron 

al antígeno NI 65/60, en cambio los sueros de tos Individuos sanos usados como control 

resultaron negativos, (Fig.17). 

También se analizarón sueros de personas que viven en érea endémica para la enfermedad 

de Cha gas y que hablan resultado positivos en la ;>rueba de ELISA contra un extracto 

total de la cepa Nlnoa. Al enfrentarles al antígeno NI 65/60 en lnmunoblot, los 5 sueros 

utilizados reconocieron al antígeno (Ffg. 18). 

IV.5.B Por sueros de enfermos con otras pa:asitosis. 

Para Investigar p~sioles reacciones cruzadas con ~. que es un paréslto relacionado 

fllogenetlcamer.t~ con L i;ngj, se obtuvl•r~n sueros de humanos ron leishmanlasls 

en sus dos formas, localizada y visceral. ~I antlgeno NI 65/60 se transfirió a papel de 
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nitrocelulosa y se incubó con cada uno de los nueras. Se observó que el antígeno 
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Flgu1a 17. Racooodmkwlto dol Antlgeno N 65/60 por &U8foa da pacientes ChagAslcoa 
cr6nk:o1. El antr11ano NI 65/60 se sometió a electroforasl1 en gele1 da pollacrlla 
mida con SOS en condlclonH reductoras y ID tran1flrl6 a papal da nluocelulota, 
H lncub6 con sueros da personas sanaa y 1uoro1 da paclente1 con la enferma 
dad da Chagas crónica, dlluldoa 1 :500. Se agregó un segundo anllcuarpo unido 
a peroxldasa diluido 1 :2000 y aa revelo con 3'3-dlamlnobenztdlna. 
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Figura 18. Reconodmionlo dol antlgono Ni 65/60 por Siieros do lndivl 
duos procodootes de un tiroa ondemica a la onformodad de Chagas on 
ol Estado de Marolas. Después de la eloclroforesls con SOS y mercaptoeta 
nol el anUgeno Ni 65/60, se 1ransflri6 a papel de nluocelulosa (A) y se 
Incubó con suero de humano sano 101 y con 5 diferentes sueros do lndlvl 
duos poslllvos por ELISA a!. &.ll!!i ICI. Después se ag1egó un segundo 
anticuerpo anti humano unido a poroxidasa y finalmente so revelo con 
3'3·Dlamlnobenzldina. 

NI 65/60, también es reconocido por los sueros de pacientes con leishmanlasis en ambas 

formas (fig. 19). 
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Figuta 19. Dolorminación do reacción cruzada dol Antrgono Ninoa 65/60 por modio 
do Wostem-Blot. El antígeno Ni 65160 se enfrontó a suoros do pacientes 
Lelshmanlaslcos: En fAI el anllgono NI 65/60 1ransforldo a papel do nltrocolulosa, 
81 suero de humano normal, CI suero de pacientes con lolshmanJasls localizada 
y DI suero de pacientes con lelshmanlasls diseminada. 

Así mismo. se decidió Investigar si esta molécula se encontraba en otros parásitos de 

humanos. Se obtuvieron sueros de humanos Infectados con diferentes parasltosls 

comprobadas: Toxoplasma gondii (3). Entamoeba hjstolytica (5), Taenia solium (5), 

con cisticercosis (7). El antlgeno NI 65/60 fue reconocido por anticuerpos contra L 

~. pero no hubó reconocimiento cuando se utilizaron sueros de pacientes infectados 

con r. 9.Q!ll!i!. J;. ~o con cisticercosis (figura 20). 
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figura 20. Dotormlnación do roacdón cruzada del Anlígono Ninoa 65/60 con 
otras parasltosl• por Wostom Wot. Al an1lgeno Ni 65160 en papel de nllrocolulosa. 
Blsuero control negativo, CJ sueros de enfermos con Toxoplasma .9..Q!!!!il, DI con 
~ ~. El con !..rull!.1ª !.2.lli!!!! v FI con cisticercosis: a una dilución 
1:500. 
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v.1 DISCUSION 

Se utlllzarón varias cepas der.~. que al ser analizadas en SDS-PAGE en condiciones 

reductorasmostrarón patrones proteícosheterógeneos, aún cuando todas estas cepas 

pertenecen a la misma especie, observandose que predominan las proteínas en el área 

de los 85 kDa a los 40 kDa (flg. 1 ). 

Esta heterogeneidad ya se ha reportado en clonas, aislados y cepas del parásito (McDanlel, 

Howard y Dvorak, 1986) y se ha encontrado también a nivel de lsoenzlmas (Tlbayrenc 

y col .. 1986al. Por otro lado se ha encontrado que existen diferencias slntomatológlcas 

y grado de afección entre Individuos Infectados por el parásito (Velasco-Castrejón y 

col .. 1992; Goldsmlth y col .. 1992). Recientemente se realizó un trabajo con cepas 

mexicanas analizando genes rlbosomales del parásito, en el que se encontró que existe 

una alta heterogeneidad entre o lntra cepas (Zavala-Castro, Velasco-Castrejón y Hernández, 

19921. 

Pero aún cuando el parásito presenta una alta heterogeneidad, también se observó que 

algunas proteínas son compartidas, por Jo que se Intentó le Identificación de antígenos 

que pudieran ser utlllzados en el diagnóstico y en la lnmunoprofllaxls de Ja enfermedad. 

Para esto se utlllzarón conejos en los que se Indujo una hlperlnmunizaclón. Este modelo 

animal ha sido utilizado por varios Investigadores, ya que se pueden Inducir altos títulos 

de anticuerpos anti r. !lli!ll y además se ha observado que la etapa crónica de la 

enfermedad es similar a Ja presente en humanos (Harth, Haldarls y So, 1987; Mcdanlel, 

Howard y Dvorak, 1986; Requena ycol., 1992; Hudson, 1981). En nuestro caso.después 
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de la Inmunización, que se utiliza como una herramienta para la caracterización de 

antígenos del parásito.se obtuvieron antlsueros contra las cepas Ninoa y c., se observó 

que los anticuerpos reconcocen a antlgenos similares, en ambos extractos (fig. 2 y 3), 

esto puede deberse posiblemente a la existencia de familias y superfamlllas de genes, 

que regulan la expre2ión de estos antígenos 3• los diferentes aislados, clonas y cepas 

del parásito (Campetella y col., 1992). Con esta metodol1>gl_o se logró, Identificar a los 

antígenos de 100, 84, SO, en el ároa de 58 a 49 kDa, c'omo los más evidentes. 

La utilización de anticuerpos, para purificar proteínas antlgénlcas de I. i;r¡gl, se ha usado 

anteriormente para la caracterización de antígenos (Carbonetto y col. 1990; Oualssl 

y col, 1991; Gonzáles, Marcia y Yoshlda, 1991; Arauja y Morein, 1991; Gongalvas 

y col., 1991), ya que las proteínas purificadas de esta manera nos permite tener la 

seguridad de que estas moléculas astan Involucradas en la respuesta Inmune del hospedero 

frente a r. J<il!!I. 

Después de purificar las lnmunoglobullnas se reallzarón pruebas de electrotransferencla, 

para corroborar su actividad funcional, utilizando extractos de las cepas con las que 

se produjeron los anticuerpos pollclonales Nlnoa, C:. y una cepa más Yuc H1, observando 

que los anticuerpos reconocen antígenos muy similares, dos bandas en el área de 65-60, 

45, 40, 38, 35 y 28 kDa, además de una banda de 60 kDa muy marcada en el extracto 

de la cepa Yuc H1, con estó se reafirma lo dicho anteriormente sobre la conservación 

de moléculas antígenicas entre las cepas der. J<il!!I (flg. 7). 

La determinación de purificar antígenos de la cepa Nlnoa, fue debido a que esta cepa 

se aisló de un Individuo Infectado residente del Estado de Oaxaca y existen varios reportes 
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(Goldsmlth y col,. 1992; Velasco-Castrejón y col .. 1992; Solazar, de Haro y Urlbarren, 

1987), describiendo a esta área como una zona endémica para la enfermedad. 

La cromatografía de afinidad se obtuvó una fracción que contenía cuatro proteínas 

antlgénlcas de una gran cantidad de moléculas Identificadas por el anticuerpo en Western 

Blot. A esto antlgenos se les llamo antlgeno1 de la cepa nlnoa (AgsNI), presentando 

un peso molecular de 90, 65-60, 45 y 28. Se purificó el doblete de 65/60 por que fue 

el antígeno en mayor concentración, observado ccn la tlnclón rutinaria de proteínas, 

aún cuando los cuatro antígenos antes mencionados fueron reconocidos por sueros 

humanos con la enfermedad, por Western Blot (flg. 9 y 10). La condición de poder 

visualizarlo con la tlnclón usual para proteínas, permitió el manejo del antígeno en el 

siguiente paso de purificación. El segundo paso de purificación consistió en la electroeluslón 

de la proteína de 65/60 kDa a partir de geles de acrllamlda. Al antígeno puro eíectroeluldo 

se le llamo antígeno de la cepa Nlnoa de 65/60 kDa (NI 65/60). 

Se determinó que el antígeno NI 65/60, probablemente es une molécula con residuos 

de azúcares, ya que fué positivo a la reacclórt PAS·Shiff (flg. 12). Chaplln y Kennedy 

(1987) en una recopilación reportaron esta téanlca de reacción de PAS, aplicando ácido 

perodlco y benzldlna en acetona, sobre papel filtro (whatman), después de haber purificado 

los antígenos por cromatografía de afinidad, lndlcandonos la presencia de azúcares. 

En este trabajo la metodología usada, para la reacción de PAS·Shlff, esta basada en 

la referencia de Segrest y Jackson (1972), que además de visualizar con una reacción 

colorida los residuos de azúcar, con una senslbllldad de un 4% a 15%, determinó el 

peso molecular que presenta la glucoproteína, en geles de pollacrllamlda después de 
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la electroforesis. Lo que no determina, esta técnica, es el tipo de azúcar del cual se 

trata, para lo cual se tendrían que emplear otras pruebas como son la utilización de lectlnas 

e lnmovlllzación de las mismas en una matrlx, cromatografía líquida de alta presión v 

métodos enzimáticos entre ellos, el rompimiento de los azúcares con enzimas específicas 

como la hldrazlna que Identifica protelnas con enlaces a residuos N-glicosldlcos (Montreuil 

V col., 1987). 

Después de Identificar que poslbleme;ite se trata de una glicoproteína, se determinó 

su peso molecular en geles de pollacrllamlda en condiciones no reductoras observandose 

un peso aproximado de 120 kDa, que unido al peso observado en condiciones reductoras 

nos Indica que se trata de un gllcoprotoína que consta de dos subunldades que estan 

enlazados por puentes dlsulfuro (flg. 11 ). Proteínas con este peso molecular se han 

encontrado en los siguientes estudios: una gllcoprotelna antlgénlca de 120 kDa, junto 

con otras gllcoproteínas fueron Identificadas por sueros de pacientes enfermos en fase 

crónica en la superficie de trlpomastlgotes, al ser removidos por proteolfsls de trlpslna 

Inhibe la entrada a las células hospederas por el parásito (Andrews, Katzln v Colll, 1984), 

el Antígeno Ssp· 1 fué definido por un anticuerpo monoclonal 2H 11, es una proteína 

aislada de trlpomastlgotes, la cual es excretada poco después de comenzar la 

transformación en el trlpomastlgote v presenta un masa molecular de 100, 120 v 150 

kDa, mencionando que el polimorfismo se debe a la cantidad de azúcares presentes 

(Andrews v col., 1987). Lamentablemente nosotros no pudimos verificar si este antígeno 

se encuentra en la fase de trlpomastlgotes por carecer de material biológico para realizar 

dicha prueba. 
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Otra característica del antígeno Ni 65/60 puro, es que no se le encontró actividad 

enzimática, a pesar de que cuando se obtuvieron los antígenos Ninoa por cromatografía 

de afinidad se observó una actividad enzimática en el área de 60 kDa y 40 KDa, tal 

vez las condiciones de electroeluslón utilizadas no sean las más a<iacuadüs parn &ú11se111&r 

la actividad enzimática de la gllcoprotefna (flg. 13). 

Cuando se realizó el análisis inmunológico para verificar el posible uso potencial en 

el diagnóstico del antigeno NI 65/60, ya que habla sido rbconocida por anticuerpos en 

suero de pacientes con la enfermedad en fase crónica (fig. 171 y por sueros de personas 

de una área endémica (fig. 18). En otra prueba más, se encontró que sueros de pacientes 

Infectados con Le!shmanja también reconocen el antígeno Ni 65/60 (Flg. 19). Se han 

hecho estudios donde se observa que los antígenos de r. lll.\W. pueden presentar 

reacciones cruzadas con antígenos Whrnlulm !lllnlU!fillll y .L. ~. que astan 

relacionadas evolutivamente con!. !lli!II (Carvalho, Raed y Johnson Jr .. 1987). o bien 

que las enfermedades que producen ambos parásitos puedan cohexistlr al mismo tiempo 

dentro de un mismo Individuo (Chiller. Samudlo y Zoulek, 1990). En nuestro caso no 

se pudo comprobar cual de las dos posibilidades provoco los resultados observados. 

El antfgeno Ni 65/60 podría ser utilizado en cambio en estudios de profilaxis o de protección 

pasiva. Por ejemplo, existen reportes de antígenos, que al ser usados para proteger 

generan una respuesia inmune favorable (Rowland, Mikhall y McCormick, 1992). El 

hecho de que el antígeno Ni 65/60 sea reconocido también por sueros pacientes infectados 

Leshmanla, plantea la posibllldad de usarlo para la protección a ambas enfermedades 

en diferentes Individuos, o aún más, en el mismo Individuo, ya que existen reportes 
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de la cohexlstencla de ambas enfermedades en un mismo Individuo, que generalmente 

vive en un área endémica para los dos parásitos (Chiller. Samudlo y Zoulek, 1990; Badaro 

y col .. 1986). 

Con respecto a el reconocimiento por anticuerpos anti Tu.!lnm~. no existe reporte 

alguno de reacción cruzada entre Individuos pertenecientes a estas dos phyla. 

Por último, se logró producir anticuerpos pollclonales anti antígeno NI 65/60 en ratón, 

fueron usados para realizar la lnmunofluorescencla (IFI) para la localización del antlgeno 

NI 65/60 en el parásito. Se observó que con el suero hlperlnmune (flg. 16.Bl anti Nlnoa 

de ratón, utlllzados como control positivo, detecta a todo el parásito, fluoresclendo 

Intensamente, en comparación con el suero de anticuerpos policlonales anti NI 65/60 

(flg. 16,F), se observó que estos detectan, sólo una estructura en el Interior del cuerpo. 

En casi toda la población revisada da parásitos, se observó que principalmente está 

en la parte anterior el núcleo, en los restantes se observó en la parte media y posterior 

a el núcleo, esto puede ser que el organelo detectado sea posiblemente el clnetoplasto. 

Ahora bien, el hecho que el anticuerpo reconociera una estructura Interna del parásito, 

puede ser debido a que al realizar el proceso de fijación, permeablllzaran los parásitos, 

estos pudieron haber sufrido un choque hipotónico durante la técnica, romplendose 

la membrana del mismo y permitiendo la entrada de los anticuerpos hacia el Interior 

del parásito. 

Al obtener este resultado y comparar con los estudios hechos sobre localización de 

antígenos del parásito, solo se encontró una similitud con el antlgeno Ssp-1 (Andrews 

y col .. 1987), este es una gllcoprotelna de un peso molecular 100-120-150 kDa, especifico 
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da la fase da tripomastlgotas, reportado por Andrews y col. (1987), encontraron que 

con la prueba de IFI es detectado por anticuerpos monoclonales (2H11) en dos cepas 

probadas (V y G) en el Interior y superficie del cuerpo del parásito. Como ya se habla 

mencionado anteriormente Ssp·1, presenta un peso rnolu~uiar ~emej&rote con 61 &nt/geno 

NI 65/60 en condiciones no reductoras, que es una gllcoprotelna y ahora se podría agregar 

el resultado da la prueba de IFI con los anticuerpos anti antígeno NI 65/60 producidos 

en este trabajo, ya que es localizado sólo en el Interior del protozoario, aúnqua ellos 

reportan que es especfflco de trlpomastlgotes. La diferencia que se presenta en ambos 

antígenos se podría atribuir a la utilización de cepas sudamericanas, en tanto que aqul 

se esta utlllzando una copa mexicana, asl mismo los Investigadores que reportan el Ssp-1, 

encuentran diferencias entre las dos cepas utilizadas en cuanto a la expresión del antlgeno 

en el proceso de la diferenciación Intracelular y extracelular. Esto podría ser debido a 

la heterogeneidad, que se presenta entre las cepas del parásito (Heterogeneidad. apartado 

1.1.D). 
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v.2 CONCLUSIONES. 

Se encontró que el parásito protozoario Trypanosoma .i:r.i,W causante de la enfermedad 

de Cheges tiene un amplio espectro proteico al analizar a través de la separación de 

extractos solubles totales en geles de poliacrllamlda varia cepas (Nlnoa, C4 , Yuc H 1 

Y Z21). 

Se determinó que los anticuerpos producidos en conejo reconocen antígenos similares 

en les cuatro cepas analizadas, principalmente proteínas con pesos moleculares de 65/60, 

45, 38, Y 28 kDA. 

Se purificó un antígeno de la cepa mexicana Nlnoa por cromatografía de afinidad y por 

electroeluslón. 

se determinó por análisis en geles de poliacrllamlda, que el antígeno presentó un peso 

molecular aproximado de 120 kDa, constituida por dos subunldades de 65 y 60 kDa, 

y es de naturaleza glucosldlca. 

86 



Se detectó al antígeno en una estructura Interna del parásito que corresponda al 

clnetoplasto. 

El análisls lítmunológlco determinó que la glicoproteína purlflcada, fue reconocida por 

pacientes Chagáslcos crónicos y tal vez tambhln por pacientes en fase llguda o 

Indeterminada, pues fue reconocido por individuos seroposltlvos viviendo en zonas 

endémicas para esta enfermedad. 

Se encontró que este antígeno también está presente en Lelshmanla, pero ausente en 

otros protozoarios. 

En resumen los estudios realizados en esta Tesis aportaron datos preliminares sobre 

una moléculas de I. Jllial que es antlgénlca y compartida con Lehsmanla, que amerita 

ser estudiada con mlls profundidad para determinar su función y su posible uso como 

antígeno protector. 
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ANEXOS. 

Anexo 1 

Protocolo de electroforesis en condiciones reductoras. 

Todas las técnicas realizadas de análisis electroforétlcos de los antígenos purificados por 

cromatograffa de afinidad y el antígeno electroeluldo,se reallzarón en una cámara Mlnl-Protaan 

11 Dual Slab Cell (Blo-Rad). 

Preparación de los geles. 

a) Gel Separador al 10%. 

Acrllamlda al 30% • Blsacrllamlda al 1 % 

4XTrls-HCI 1.5 M/SDS 0.4% pH a.a 

Agua deslonlzada 

1.66 mi 

1.25 mi 

2.oa mi 

Degaslflcar al vaclo con agitación continua la solución de 10 a 15 mln antes de agregar 

los siguientes reactivos. 

Amonio persulfato al 10% 0.016 mi 

Temed 0.003 mi 

Colocar al gel entre los cristales ya montados y agregar agua para visualizar cuando ya haya 

polimerlzedo. 

b) Gel Concentrador el 5%. 

Acrllamlda al 30%· Blsacrllamlda al o.a% 0.27 mi 

4XTrls·HCI 0.5 M/SDS 0.4% pH 6.a 0.417ml 

Agua daslonlzada 1.017ml 
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Oegaslflcar al l(acfo con agitación continua la solución durante 5 mln antes de agregar los 

siguientes reactivos. 

Amonio persulfato al 10% O.OOBml 

Temed 0.002ml 

Vaciar el agua que se encuentra sobre el gel separador y agregar el gel concentrador 

colocando un peine con los pozos necesarios para el número de muestras que se van a 

analizar. 

c)Preparaclón de la muestra 

La muestra a analizar se prepara 1: 1 volumen con el siguiente amortiguador: 

Trls-HCI pH 6.8 

Glicerol 

sos 

2·B-mercaptoetanol 

Azul de bromofenol 

0.5 M 

20% 

2% 

2% 

1% 

La muestra se hierve durante 5 mln y se coloca en el gel con mlcroplpetas. 

d) Condiciones de corrida. 

Se coloca el amortiguador de corrida, Tris 25mM, Glicina 192mM y SOS 0.1 %, a 200 volts 

durante 45 mln aproximadamente. 

e) Fijación. 

Al termino de la electroforesis el gel se coloca durante una hora en la siguiente solución: 

lsopropanol 

Acldo acético 

110 

50% 

7% 



fl Tinclón. 

Después se coloca en un solución da azul de Comasle duranta una hora: 

Metanol 50% 

Acldo acético 

Azul de coomasle 

Agua deslonlzada 

10% 

0.05% 

40% 

Para aclarar y vlsuallzar las protelnas se preparo la siguiente solución: 

Metano! 

Acldo acético 

20% 

7% 

Se reallzaron varios cambios hasta aclarar totalmente el gel. 
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Anexo 11 

Protocolo para Western blot. 

Todas las técnicas que se realizarón de Western Blot se utilizó la cámara Mini Trans-Blot 

Electrophoretlc Transfer Cell Blo Rad. 

1.· La preparación del gel para lnmunob!ot se realiza de la misma manera como se expllca en 

el Anexo 1, solo qua el gel separador se forma con un peine para geles preparativos. En este 

caso este se Incuba en el amortiguador de transferencia en vez de fijar el gel. 

2.· Transferencia de proteínas a papel de nitrocelulosa. 

a: Se prepara un amortiguador de Tris 25 mM. Glicina 192mM, Metanol 20% a pH 8.3, en 

el cual sa Incuba un par de esponjes, un par de papeles filtro, el gel y papel de 

nitrocelulosa por 15 mln antes de proceder a la transferencia. Después de este periodo se 

procede a colocar en un dispositivo de acrílico en forma de un emparedado: una esponja, un 

papel filtro, el gel y el papel de nitrocelulosa; nuevamente un papel filtro y la 

esponja. Todo esto debe quedar totalmente centrado en el casette y libre de búrbujas pera 

evitar resistencia de las proteínas a transferirse a el papel de nitrocelulosa. 

Cuidando que el gel se encuentre hacia el eléctrodo negativo y el papel de nitrocelulosa hacia 

el positivo. 

b: El mismo amortiguador es utilizado para la transferencia. Dentro de la cámara debe 

colocarse una unidad de enfriamiento con agua deslonlzada congelada previamente. El tiempo 

del proceso es de 75 mln a 100 volts. 

c: Al terminar el paso anterior para monltoreer la transferencia de proteínas se tino una tira 

del papel transferido con a mido black al 0.1 %. lsopropanol al 25% y ácido acético al 10% 
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durante cinco mln y se destiñe en lsopropanol al 25% y ácido acético al 10% por 10 mln 

d: Para evitar un pegado Inespecífico el resto del papel se bloquea con albtímlna al 1% en 

PBS durante toda la noche con agitación continua a temperatura ambiente. 

3.- Formación de la reacción lnmunoenzlmiltlca en la membrana. 

a: Se corta en tiras el papel de 0.4 cm con 6µg de proteína por tira de papel e Incuban con 

Jos sueros a analizar diluidos en albtímlna al 1 % en PBS durante 2 horas a temperatura 

ambiente con agitación continua. 

b: las tiras de papel se lavan con PBS-tween 20 al 0.1% 5 mln/sels veces. 

c: Se añade un segundo anticuerpo unido peroxldasa en PBS-tween 20 al 0.1 % diluido 

1 :2000. Este se Incuba durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación continua. 

d: Nuevamente se lavan las tiras de papel con PBS-tween 20 al 0.1% cada 5 mini seis 

veces. 

e: Para revelarla reacción se agrega el sustrato 3'3-dlamonobenzldlna en una concentración 

0.Smg/ml disuelto en PBS más 0.02% de peróxido do hidrógeno y se aspara una reacción 

colorida. 

f: la reacción se detiene quitando al sustrato y agregando agua daslonlzada. Y las tiras se 

sacan entra papel filtro. 
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Anexo 111 

Protocolo para la reacción de Shiff-Pas. 

1.- Preparación del reactivo de Shlff, para 200 mi. 

Fucsina básica 

Metablsulfito de potasio 

Acldo clorhídrico 1 N 

Carbón activado 

2gr 

1 gr 

10ml 

2 gr 

al ·en agua hirviendo y agitando se agrega el colorante, mantener a 50ºC, sin dejar de 

agitar. 

b) Filtrar y añadir en el momento el ácido clorhídrico 1N a temperatura ambiente. 

c) Agregar el metablsulflto de potasio. 

dl Dejar la solución preparada durante 12 hrs. 

e) Añadir el carbón y agitar por un mln y filtrar dos veces en papel whatman no.1, 

almacenar a 4°C. 

2.- Fijar el gel durante una hora en la solución que se disuelve el azul de Comasle, e 

Inmediatamente colocarlo en ácido trlcloroacétlco al 10% durante 12 hrs, cuidando que se 

encuentre a 4°C. 

3.- Lavar con ácido acético al 7% durante 30 mln a temperatura ambiente. 

4.- Colocar el gel en ácido peryódlco al 0.02% a 4ºC durante 45 mln en obscuridad. 

5.- Se coloca en el reactivo de Shlll, Inmediatamente después de un rápido lavado con ácido 

acético al 7%. Se mantiene en obscuridad durante toda la noche. 

6.- Finalmente se deja a temperatura ambiente, la reacción se observa cuando comienza a 
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parecer una coloración rosada sobre el gel, llegando hasta un tono ros& fuerte o casi rojo. 

7 •• Por último se aclara el fondo del gel con dos o tres lavados de ácido acético al 7%, 

mantenlendose las proteínas positivas. 

8.· Por último el gel se deja en agua deslontzada. 
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Anexo IV 

Protocolo para la detección de actividad enzimática. 

1.· Preparación del gel utilizado en fa detección de actividad enzimática de protelnas. 

a) Gel separador al 10% 

Acrllamfda al 30%/ bfsacrllamlda al 1,% 

4X Trfs·HCI 1.5 M/ sos 0.4% pH a.a 

PaS 

Gelatina al 1 % 

Agua desfonlzada 

1.65 mi 

1.125ml 

0.05 mi 

0.45 mi 

1.225ml 

Se mezcla perfectamente todas las sofuclones y después se agregan los siguientes 

reactivos. 

Amonio persulfato al 10% 

Temed 

b) Gel concentrador al 5% 

0.010 mi 

0.005 mi 

Se prepara siguiendo la metodologla especfffcada en el anexo l. 

c) Amortiguador de corrida. 

4XTrfs·HCI pH a.a 0.025 M 

Glicina 0.192 M 

SOS4% 

d) Preparación de la muestra. 

Para preparar cinco mi del amortiguador. 

sos 2.5% 

1.211 gr 

5.765 gr 

0.4 gr 

0.5 gr 
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Sacarosa 1% 

Rojo de fenol 4µg/ml 

0.2 gr 

0.0020gr 

La muestra se coloca 1: 1 volumen, sin hervir en los pozos del gel. 

Las condiciones de colocación de la muestra y corrida para la electroforesis deban ser a 

4°C, a 100 volts durante 2:30 hrs. 

2.- Al termino de la electroforesis al gel se le dara el siguiente tratamiento: 

al El gel se coloca durante una hora agitando generosamente en una solución da Tritón X-

100 al 2.5%, en un volumen de 300 mi, para remover el SOS. 

b) Se tranflere a un baño a 37°C da gllclna-NaOH al O. 1 M pH 8 e Incuba durante 2 horas. 

el El se fija y tina durante una hora en la siguiente solución: 

Amldo black 0.1% 0.05 gr 

Metanol30% 

Acldo acético 10% 

Agua deslonlzda 60% 

150 mi 

50 mi 

300 mi 

d) El gel es aclarado en la misma solución sin amldo black. 

3.- La actividad se detecta en bandas claras, donde el sustrato a sido digerido por la proteasa 

correspondiente. 
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