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RESUMEN 

 

 

La enfermedad de Chagas es una infección endémica severa que afecta a 

millones de personas de América Central y del Sur, y es causada por el protozoario 

flagelado Trypanosoma cruzi. En la actualidad no existe una prueba estándar de oro 

para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. Los métodos para el diagnóstico 

serológico de la enfermedad de Chagas en su mayoría emplean extractos enteros o 

semipurificados de las formas epimastigotes de T. cruzi; estos antígenos pueden 

ocasionar reacciones cruzadas, principalmente con leishmaniasis. En el presente 

trabajo se realizó la purificación de los antígenos excretados/secretados de T. cruzi 

(TESA), por cromatografía de afinidad utilizando la resina concanavalina  A. Estos 

antígenos fueron eluidos con una mezcla de glucosa y manosa de 0,3 mol.l-1. El SDS-

PAGE teñido con coomasie blue coloidal permitió la visualización de 5 bandas de, 

aproximadamente, 220, 170, 45, 30 y 20 Mr. La inmunogenicidad fue evaluada por 

Western blot, obteniendo unas series de bandas inmunogénicas  de 220, 85, 45, 30 y 

20 Mr; utilizando un pool de sueros positivos para la enfermedad de Chagas. Sin 

embargo, el rendimiento proteico obtenido por éste método de purificación fue bajo 

(1,22 µg.ml-1), indicando que la cromatografía de afinidad con concanavalina A no es 

la más adecuada para su utilización como método rutinario para la obtención de 

antígenos inmunogénicos, para ser empleados en el diagnóstico de la enfermedad de 

Chagas. 

 
 



 

INTRODUCCIÓN 

 

 

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario flagelado Trypanosoma 

cruzi; ésta es una infección endémica severa que afecta a millones de personas de 

América Central y del Sur. Se estima que existen de 6 a 12 millones de personas 

infectadas por el parásito, principalmente en áreas rurales, dando como resultado de 

23 000 a 43 000 muertes anuales (Peralta et al., 1994; López et al., 2000). T. cruzi 

posee un ciclo de vida que incluye cuatro estadios de desarrollo, comprendidos en dos 

fases: una en el vector invertebrado y otra en el hospedero mamífero. En el hombre y 

otros vertebrados, se presenta bajo las formas de tripomastigotes, localizados en la 

sangre, y amastigotes en los tejidos; en el invertebrado, se presenta como las formas 

de amastigote, epimastigote y tripomastigote metacíclicos (forma infectante en el 

hospedero) (Hómez et al., 1995; Botero y Restrepo, 1998). El parásito es transmitido 

mayormente por insectos infectados de los géneros Triatoma, Rhodnius y 

Panstrongylus (triatominos), sin embargo, otros modos de transmisión como la 

transfusión de sangre, trasplante de órganos, infección congénita e infección oral se 

han encontrado incluso en países en los cuales la enfermedad de Chagas no es 

endémica (Ponce, 1999; Edson et al., 2000; Meira et al., 2002; Gütler et al., 2003; 

Ponce et al., 2005; Hunter et al., 2006; Garrido et al., 2007; Schmunis, 2007). 

 

La enfermedad se caracteriza por una fase aguda breve, sumamente parasitaria, 

que no es diagnosticada en la mayoría de los casos; una fase indeterminada en la cual 

no hay signos ni síntomas clínicos, y el diagnóstico se realiza detectando la presencia 

de anticuerpos específicos anti-T. cruzi, y por último, una fase crónica que persiste 

durante toda la vida, en donde sólo unos pocos parásitos son encontrados en la sangre 

y la cual se caracteriza por alteraciones cardíacas y digestivas, ésta última se presenta 

en los países del cono Sur (Umezawa et al., 1996). La enfermedad de Chagas es una 
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enfermedad compleja, debido a que la mayoría de los pacientes se infectan sin tener 

conocimiento de la infección; pasando directamente a una fase indeterminada o 

silente (Botero y Restrepo, 1998). Entre el 10,00 al 20,00% de los pacientes 

infectados pueden desarrollar la fase crónica, pero en esta fase la patología es 

irreversible. El problema se agrava debido a que hasta el momento no existe una 

droga 100,00% eficaz contra el parásito. Se cuenta actualmente con dos fármacos: 

nifurtimox y benznidazole, los cuales sólo son efectivos en la fase aguda de la 

infección. Ambas drogas son altamente tóxicas para el ser humano ya que producen 

efectos secundarios como son: anorexia, pérdida de peso, erupciones cutáneas, 

náuseas, cólicos, diarreas, trombocitopenia, polineuropatía, entre otros. Estas drogas 

poseen poca eficacia durante las fases indeterminada y crónica (Engel et al., 1998; 

Coura y De Castro, 2002). Asimismo, tampoco existe una prueba estándar de oro para 

el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, por este motivo la Organización 

Panamericana de la Salud recomienda el uso de dos técnicas serológicas diferentes 

para el diagnóstico de esta patología (Cura et al., 1994). 

 

El diagnóstico diferencial de la enfermedad de Chagas varía de acuerdo a la 

forma clínica en que se encuentre el paciente; en la fase aguda se utilizan los métodos 

parasitológicos como el examen directo, hemocultivo y el xenodiagnóstico, sin 

embargo, estos métodos presentan una baja sensibilidad (menor al 50,00%) y 

consumen tiempo (Peralta et al., 1994; Botero y Restrepo, 1998; Zavala, 2004). El 

diagnóstico para la fase crónica, se basa generalmente en los métodos serológicos 

como el ensayo inmunoenzimático ligado a una enzima (ELISA), la 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la hemaglutinación indirecta (HAI). La mayoría 

de estos métodos utilizan extractos enteros o semipurificados de la forma 

epimastigote de T. cruzi; estos antígenos pueden ocasionar reacciones cruzadas, 

principalmente debidas a anticuerpos desarrollados contra otros agentes de 
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parasitemias, como leishmaniasis (Umezawa et al., 1996; Nakazawa et al., 2001; 

Zavala, 2004; Ponce et al., 2005). 

 

La técnica serológica ideal para la enfermedad de Chagas debe ser fácil de 

realizar, rápida, confiable y poseer una elevada sensibilidad y especificidad. Muchas 

preparaciones antigénicas se han utilizado para el diagnóstico serológico de esta 

infección. De estas preparaciones, los antígenos excretados/secretados de las formas 

tripomastigotes de T. cruzi (TESA) han demostrado poseer excelente sensibilidad y 

especificidad para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas (Lopez et al., 2000; 

Berrizbetia et al., 2006). La caracterización de algunas de estas proteínas ha sido 

descrita, mostrando que muchas son miembros de la familia transialidasa (TS), las 

cuales se encuentran sujetas a la superficie celular de la forma tripomastigote de T. 

cruzi (Kesper et al., 2000). Las transialidasas son glicoproteínas abundantes en 

mucina altamente glicosiladas, con azúcares unidos a residuos de serina y tirosina; 

éstas catalizan la transferencia del ácido sialico desde las células hospederas 

glicoconjugadas hasta las moléculas de mucina localizadas sobre la membrana de la 

superficie del parásito (Schenkman et al., 1994; Frasch, 2000).  

 

Se ha demostrado que las TS y el ácido-siálico participan en las interacciones 

parásito hospedero y median las etapas iniciales de la invasión de los tripomastigotes 

en las células hospederas (Schenkman et al., 1994). La TS posee una región N-

terminal donde radica un dominio catalítico y una región C-terminal, ambas regiones 

estimulan la respuesta celular de los linfocitos B en pacientes con la enfermedad de 

Chagas en fase aguda y crónica (Umezawa et al., 1996). La región C-terminal es 

altamente inmunogénica y la mayor parte de la respuesta inmune contra el parásito 

durante la fase aguda de la infección con T. cruzi se restringe a este dominio, lo que 

resulta en la producción de anticuerpos contra antígenos en la fase aguda (Schenkman 
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et al., 1994). 

 

Debido a la alta inmunogencidad de las proteínas TESA, diversos trabajos han 

demostrado que estas proteínas son excelentes para el diagnóstico de la enfermedad 

de Chagas. Umezawa et al. (1996) utilizaron las proteínas TESA en el formato de 

Western blot para el diagnóstico de la fase aguda y crónica de la enfermedad de 

Chagas, así como también para el diagnóstico de Chagas congénito. El estudio se 

realizó en 512 pacientes, 111 fueron no chagásicos (incluyendo casos de 

leishmaniasis u otras patologías), y 401 pacientes chagásicos (361 casos crónicos, 36 

casos agudos, y 4 casos congénitos). Los datos mostraron que todos los casos agudos 

y congénitos fueron positivos a IgG e IgM anti-T. cruzi, los sueros reconocieron las 

bandas antigénicas de 130 a 200 kDa en el TESA-blot, mientras los casos crónicos 

reaccionaron con las bandas de 150 a 160 kDa en un 100,00% de positividad para 

anticuerpos tipo IgG; ninguna reacción cruzada fue observada. 

 

Kesper et al. (2000) utilizaron los antígenos TESA en Western blot para evaluar 

el nivel de polimorfismo de estas proteínas, para ello estudiaron 5 cepas y 10 aislados 

de T. cruzi obtenidos de distintos pacientes con diversas formas de la enfermedad de 

Chagas, el Western blot reveló patrones de bandas específicas para cada cepa; de este 

modo demostraron que estas proteínas pueden ser utilizadas como herramientas para 

caracterizar aislados y cepas de T. cruzi. 

 

Nakazawa et al. (2001) analizaron 42 sueros de pacientes chagásicos, 14 sueros 

de pacientes con serología negativa y 25 sueros de pacientes con otras enfermedades 

parasitarias, utilizando la técnica del Western blot. Adicionalmente, por TESA-

ELISA, analizaron 124 sueros de pacientes chagásicos crónicos, 205 individuos sanos 

y 31 pacientes con otras enfermedades parasitarias (leishmaniasis cutánea y 

leishmaniasis visceral). En este trabajo, con la técnica de TESA-blot, los sueros 
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procedentes de pacientes chagásicos reconocieron en un 100,00% una banda de 150-

170 Mr; además observaron que las reacciones cruzadas con los sueros provenientes 

de pacientes con leishmaniasis ocurrieron con bandas proteicas por debajo de 150 Mr. 

Mientras que en el TESA-ELISA los 124 sueros provenientes de individuos con 

enfermedad de Chagas confirmada, resultaron positivos y en los 205 de los individuos 

no chagásicos (controles) resultaron negativos, pero con esta técnica se observaron 

reacciones cruzadas con sueros de individuos con leishmaniasis (1 de los 14 sueros de 

individuos con leishmaniasis cutánea, y 9 de 17 sueros de individuos con 

leishmaniasis visceral). De acuerdo a los resultados obtenidos estos investigadores 

concluyeron que el TESA-BLOT, puede ser empleado como prueba confirmatoria 

específica luego de la evaluación de los sueros por la serología convencional. 

 

Umezawa et al. (2001) estandarizaron un TESA-ELISA, en este ensayo 

estudiaron 284 pacientes, de los cuales 67 se encontraban en fase crónica y 53 en fase 

aguda de la enfermedad. El TESA-ELISA demostró una sensibilidad del 100,00% y 

especificidad de 96,34% para anticuerpos tipo IgG anti-T. cruzi, con el grupo de 

sueros analizados. Matsumoto et al. (2001), con el propósito de mejorar la 

especificidad de las proteínas TESA, clonaron un péptido (TESA-1) perteneciente a 

la fracción TESA de 150 a 160 kDa. Sin embargo, a pesar de que la especificidad del 

Western blot fue de 100,00%, los antígenos recombinantes de TESA obtuvieron una 

sensibilidad baja (82,20%).  

 

Igualmente el TESA-blot ha sido utilizado para evaluar sueros con resultados 

dudosos. Silveira et al. (2004) emplearon el TESA-blot como prueba confirmatoria en 

348 muestras de sueros, provenientes de diferentes bancos de sangre de Brasil, los 

cuales habían sido clasificados como resultados no concluyentes mediante los análisis 

convencionales ELISA e IFI. El TESA-blot logró confirmar 10 sueros como positivos 

(2,87%) y 338 como negativos (97,12%). Los datos arrojados en este trabajo 
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demostraron que TESA-blot es tan sensible como las pruebas que utilizan los 

antígenos recombinantes. Santos et al. (2006) estandarizaron una prueba enlazante de 

múltiples antígenos (MABA), para detectar simultáneamente anticuerpos IgG 

específicos para la enfermedad de Chagas, malaria y sífilis. En esta prueba se usaron 

las proteínas de TESA para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, la 

sensibilidad y especificidad del ensayo fue 99,00 y 100,00%, respectivamente.  

 

Berrizbeitia et al. (2006) purificaron 5 bandas de los antígenos TESA (220, 

170, 120, 85 y 60 Mr) por cromatografía de afinidad, usando una columna de 

bromuro de cianógeno, con la finalidad de estandarizar un ELISA para ser empleado 

en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. El ELISA estandarizado obtuvo una 

sensibilidad de 98,60% y una especificidad de 100,00%, sin embargo, las proteínas 

no mostraron estabilidad en el buffer de elución (glicina 0,10 mol.l-1, pH 2,5) 

experimentando degradación después de dos meses de almacenamiento a -70C. Este 

problema fue resuelto dializando el eluído en buffer fosfato salino (PBS, pH 7,4) pero 

el rendimiento proteico se redujo apreciablemente. 

 

Con la finalidad de seguir ampliando los conocimientos acerca de las proteínas 

TESA y su potencial como antígenos de diagnóstico, en la presente investigación se 

realizó la purificación de los antígenos TESA de T. cruzi (cepa Tulahuen) por 

cromatografía de afinidad utilizando una columna de concanavalina A, como un 

método alternativo de purificación no descrito anteriormente para estos antígenos. El 

cual permitirá ampliar las posibilidades y herramientas para el diagnóstico de la 

enfermedad de Chagas. 
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METODOLOGÍA 

 

 

Antígenos TESA de T. cruzi 

 

Los antígenos totales de TESA (cepa Tulahuen) para la realización del presente 

proyecto de investigación, fueron donados por “McGill University” (“Research 

Institute”, Canadá).  

 

Purificación de los antígenos TESA por cromatografía de afinidad usando una 

resina de concanavalina A 

 

La concanavalina A es una lectina, que se une a un monosacárido específico de 

forma reversible. La concanavalina A, se unirá al azúcar (α-D-manosa o α-D-glucosa) 

presente en la proteína a purificar. Las proteínas fijadas a la columna serán eluidas 

utilizando diferentes concentraciones de un azúcar (α-D-manosa o α-D-glucosa), el 

cual establecerá un medio competitivo con el azúcar presente en la proteína fijada; de 

esta forma la proteína purificada será desplazada y finalmente recolectada (Bollag et 

al., 1996; Camacho, 2005). 

 

Preparación de la columna cromatográfica con la resina concanavalina A 

 

Se siguió el protocolo descrito por el inserto de la casa comercial (Amersham 

Biosciences). Se tomaron 1,50 ml de resina de concanavalina A y se lavó en un tubo 

Falcon inicialmente con 10 volúmenes de agua destilada y luego con 30 volúmenes 

del buffer de cromatografía (20 mmol.l-1 Tris-HCl; 0,50 mol.l-1 NaCl; 1 mmol.l-1 

MgCl2; 1 mmol.l-1 CaCl2; pH 7,4), con la finalidad de ajustar el pH de la resina al pH 

del buffer de cromatografía (pH 7,4). Después, la resina fue empaquetada en una 
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columna de 5 cm de alto y 1 cm de diámetro.  

 

Aplicación de la muestra de TESA 

 

Se diluyó la proteína 1:1 v/v con el buffer de cromatografía (500 µl de antígeno 

TESA y 500 µl del buffer de cromatografía) y se aplicó a la resina, haciendo pasar la 

proteína TESA 3 veces, luego se recogió la fracción de la proteína no pegada a la 

resina. Finalmente se lavó la resina nuevamente con 10 volumenes del buffer de 

cromatografía para eliminar los restos de proteína no enlazada a la Concanavalina A. 

 

Elución de la proteína TESA 

 

Para la elución de la proteína fijada a la resina se utilizó una mezcla de 0,30 

mol.l-1 de metil--D-manopiranósido y metil--D-glucopiranósido en el buffer de 

cromatografía. La elución se llevó a cabo utilizando un cromatógrafo Biologic Dou 

Flow (Biorad). 

 

Electroforesis de las proteínas purificadas de TESA 

 

Las proteínas purificadas fueron evaluadas por electroforesis unidimensional, 

en base al método descrito por Laemmli (1970). 

 

Preparación de las muestras para la corrida electroforética 

 

Las fracciones recogidas fueron calentadas a 100ºC por 5 minutos con el buffer 

reductor (1,00 mol.l-1 Tris-HCl pH 6,8; glicerol al 25,00%; SDS al 10,00%; azul de 

bromofenol al 2,00%-y β-mercaptoetanol) en una proporción 2:1 v/v (20 µl de la 

muestra y 10 µl de buffer reductor), luego las muestras fueron sembradas en cada uno 
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de los pozos de los geles de poliacrilamida al 7,00% y al 10,00%, las cuales poseían 

un espesor de 0,80 mm.  

 

Corrida electroforética de las fracciones purificadas 

 

La corrida electroforética se realizó por 1 h en buffer Tris-glicina (25 mmol.l -1 

Tris, 192 mmol.l-1 glicina, 0,10% p/v SDS, pH 8,3), a un voltaje constante de 120 V. 

Se incluyeron marcadores de amplio rango de masa molecular pre-teñidos para 

determinar las masas relativas separadas en la corrida electroforética (Biorad e 

Invitrogen). Las bandas proteicas separadas se tiñeron con plata y coloración de 

Coomasie coloidal.  

 

Tinción de plata de los geles de poliacrilamida 

 

La tinción de plata consiste en el tratamiento previo con ditionito de sodio, el 

cual reducirá el ión plata a plata metálica, de forma restringida a las zonas de 

sensibilización (proteínas). Inmediatamente después de realizar la corrida 

electroforética, el gel se colocó en una solución de 50 ml de la solución A (ácido 

acético al 10,00% y etanol al 30,00%) por 1 h en recipiente de vidrio, en la oscuridad 

y con agitación constante. Al cabo de este tiempo, se descartó la solución A y el gel 

fue sumergido en 50 ml de una nueva solución B (etanol al 30,00%), la solución B 

fue cambiada 3 veces, incubando el gel en esta solución 20 minutos cada vez.  

 

Luego, se realizaron 2 lavados con 50 ml de agua destilada, por 15 minutos 

cada vez, posteriormente, se descartó el último lavado de agua destilada y el gel se 

colocó en 50 ml de la solución C (1,43 mmol.l -1 de ditionito de sodio: Na2O4S2), el 

gel en esta solución se incubó por 1 minuto y se lavó 2 veces con 50 ml de agua 

destilada por 1 minuto. Al cabo de este tiempo, el gel se colocó en 50 ml de la 
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solución D (12 mmol.l -1 de nitrato de plata: AgNO3 y 0,01% de formaldehido) por 45 

minutos, en agitación constante y en la oscuridad. Al finalizar este periodo de 

incubación, el gel se lavó con 50 ml de agua destilada por 1 minuto. Las bandas 

proteicas se revelaron sumergiendo el gel en 50 ml de una solución que contenía 0,40 

mol.l -1 de carbonato de sodio (Na2CO3); 0,031 mol.l -1 de tiosulfato de sodio 

(Na2SO2O3) y 0,06% de formaldehido por 10 minutos. Al observarse las bandas de 

color marrón, se detuvo la reacción con 2 ml de ácido acético glacial. Los geles se 

conservaron con solución de ácido acético al 10,00% (Rabilloud et al., 1998). 

 

Tinción de Coomasie coloidal de los geles de poliacrilamida 

 

El gel se colocó en 50 ml de solución I (acido fosfórico: H3PO4 al 2,00% y 

etanol al 30,00%), cambiando la solución 3 veces por 15 minutos cada vez, en 

constante agitación. Luego se descartó esta solución y se le añadió 50 ml de solución 

II (acido fosfórico: H3PO4 al 2,00%), se realizaron 3 cambios con la solución II y se 

incubó por 15 minutos cada vez. Seguidamente, se descartó la solución II y se le 

agregó 50 ml de solución III (sulfato de amonio (NH4)2SO4 al 15,00%, ácido 

fosfórico (H3PO4) al 2,00% y etanol al 30,00%) por 30 minutos, después de 

transcurrido este tiempo, se le añadió a la solución III, con el gel sumergido en esta 

solución, 500 µl de solución de coomasie coloidal (al 2,00%) evitando que ésta 

hiciera contacto directo con el gel, y se dejó hasta el día siguiente y en agitación. Para 

obtener el contraste con el fondo del gel, éste se lavó con solución decolorante (etanol 

al 10,00% y ácido acético al 10,00%) hasta obtener el fondo claro (Neuhoff et al., 

1998). 

 

Determinación de la concentración de las proteínas purificadas de TESA 

mediante el método de Bradford 

 

Para cuantificar las proteínas purificadas de TESA se usó el método de 
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Bradford. Éste se basa en la adición del colorante de Coomasie blue a la solución de 

proteínas y de determinar la concentración de la muestra, a 595 nm en un 

espectrofotómetro. El colorante se une primariamente a residuos de aminoácidos 

básicos y aromáticos, especialmente arginina. La concentración de proteínas será 

directamente proporcional a la intensidad de color del colorante, ésta se determinará 

por medio de una curva de calibración, aplicando la ley de Beer (Bradford, 1976). 

 

Preparación de estándares y muestras 

 

A partir de un estándar de proteínas (albúmina de suero bovino: BSA) de 1 

mg/ml se prepararon siete patrones a diferentes concentraciones, como se especifica 

en la tabla presentada a continuación: 

 

Tabla 1. Preparación de estándares de albúmina para la determinación de proteínas 
mediante el método de Bradford.  

 

Concentración 

g.ml-1 

Volumen del estándar 

de BSA (l) 

Volumen de agua destilada (l) 

0 0 800 

1 1 799 

2 2 798 

4 4 796 

7 7 793 

10 10 790 

15 15 785 

Se prepararon diluciones, del antígeno TESA total de 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 

1/800, y de las fracciones eluidas (1/5, 1/10, 1/20, 1/40). Tanto a los estándares como 

a las muestras se les adicionaron 200 l del reactivo de Bradford, sin diluir. Las 
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soluciones se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos y se procedió a 

realizar la lectura en un espectrofotómetro a 595 nm. 

 

Concentración de las fracciones de la proteína purificadas de TESA para el Western 

blot  

 

Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf y se cubrieron con papel 

parafilm con hoyos en la parte superior. Las muestras se congelaron a -80ºC, la 

concentración se llevó a cabo por centrifugación al vacío sin aplicar calor durante 60 

minutos; empleando un equipo concentrador Speedvac SC210A (Savant) con bomba 

de vacío UVS400 Universal (Vacuum System) (Bollag et al., 1996). 

 

 Western blot de las proteínas purificadas de TESA 

 

Transferencia de las proteínas purificadas separadas por electroforesis 

 

Las proteínas separadas en SDS-PAGE fueron transferidas en hojas de 

nitrocelulosa (MFS, Pleasanton, CA), como lo descrito por Towbin et al. (1979) 

usando un minitanque electroforético (BioRad). La transferencia se realizó a 4ºC por 

1 hora en buffer de transferencia (25 mmol.l-1 Tris, 192 mmol.l-1 de glicina y 20,00% 

v/v de metanol a pH 8,3) a un voltaje constante de 0,25 A. Se incluyeron marcadores 

de masa molecular pre-teñidos (BioRad y Biolabs) de amplio rango. 

 

Bloqueo de las membranas de nitrocelulosa e incubación con el pool de sueros 

positivos para la enfermedad de Chagas 

 

Las membranas fueron bloqueadas toda la noche a 4ºC con PBS con 5,00% de 

leche descremada (Nestle) y 0,10% Tween 20 (solución bloqueadora: PBST), luego 
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se incubaron por 2 h con un pool de sueros confirmados como positivos para la 

infección por T. cruzi, por tres técnicas serológicas diferentes (ELISA, HAI e IFI), la 

dilución del suero fue 1:400 (para revelado con diaminobencidina), y 1:200 (para 

revelado con luminol). Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 5 minutos cada uno 

con PBS conteniendo Tween 20 al 0,10% (solución de lavado: PBST). Seguidamente, 

la membrana se incubó con IgG anti-humana conjugada con peroxidasa de rábano 

picante por 2 h, en una dilución 1:4 000 (para revelado con diaminobencidina) y 1:2 

000 (para revelado con luminol), en la solución bloqueadora. Las membranas de 

nitrocelulosa se lavaron 4 veces con PBST, y los complejos inmunes se revelaron 

utilizando diaminobencidina (Sigma) y con reactivo de luminol (West Pico 

Chemiluminescent Supersignal) (Towbin et al., 1979). 

 

Revelado con diaminobencidina (Sigma)  

 

Se colocó la membrana en la solución de diaminobencidina, en un tiempo no 

mayor a 10 minutos. Esta solución se preparó siguiendo las indicaciones de la casa 

comercial (SIGMA). Para ello, se disolvieron 2 tabletas de 3,3’-diaminobencidina y 2 

tabletas de urea peróxido de hidrógeno en 10 ml de agua destilada. Al visualizarse las 

bandas, la reacción se detuvo con agua destilada. 

 

Revelado por quimioluminiscencia 

 

Primeramente se colocó la membrana de nitrocelulosa sobre papel de acetato y 

allí se añadió 2 ml de la mezcla 1:1 v/v de reactivo de luminol (solución A West pico 

stable peroxide, y solución B West pico luminol/enhancer); inmediatamente se 

envolvió en papel de envoplast y se observaron las bandas reactivas utilizando el 

equipo de imagen molecular  Chemidoc XRS system (BioRad). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

La concentración de los antígenos TESA utilizando el método de Bradford, 

antes de ser sometidos al proceso de purificación fue de 319,62 µg.ml-1. Luego del 

proceso de purificación utilizando la resina de Concanavalina A, el rendimiento 

proteico disminuyó considerablemente (1,22 µg.ml-1). La intensión de sustituir los 

extractos de los parásitos por proteínas purificadas de los mismos representa una 

alternativa para aumentar la sensibilidad y especificidad de los análisis; pero estas 

purificaciones resultan ser difíciles en cuanto a practicidad, debido a que las 

cantidades proteicas obtenidas son relativamente bajas (Marcipar et al., 2003).  

 

Bajo rendimiento proteico en procesos de purificación de proteínas de T. cruzi 

para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, han sido obtenidos en otros trabajos. 

Silber et al. (2002) purificaron la glicoproteína LLGP-67 kDa a través de la 

cromatografía de afinidad con eritrocitos humanos desialidados, en base a su 

interacción específica con los residuos de galactosa exhibida en la superficie de los 

eritrocitos; sin embargo, las cantidades de proteínas requeridas para realizar el 

diagnóstico de la enfermedad de Chagas fueron bajas.  

 

Otras investigaciones han logrado un buen rendimiento proteico en sus intentos 

de obtener antígenos purificados para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 

Scharfstein et al. (1985) purificaron la glicoproteína Gp25 enlazada a iodo 125 (125I-

Gp 25) por medio de la cromatografía de afinidad con concanavalina A, obteniendo 

un buen rendimiento proteico. Sin embargo, el método de diagnóstico empleado 

(radioinmunoprecipitación) utiliza compuestos radioactivos, lo cual es inapropiado 

para las pruebas de diagnóstico de rutina, ya que representa un alto riesgo de 

contaminación radioactiva. Berrizbeitia et al. (2006) obtuvieron un mejor rendimiento 
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antigénico de las proteínas TESA purificadas utilizando la resina de bromuro de 

cianógeno, con la cual la obtención de proteínas purificadas fue de 190 µg.ml-1 a 

partir de una concentración inicial de 850 µg.ml-1. 

 

Una vez eluidas las proteínas purificadas de TESA, se seleccionaron métodos 

de tinción que ofrecieran alta sensibilidad para identificar y poder visualizar las 

bandas proteicas obtenidas después de la elución con el azúcar, como son la 

coloración coomasie blue coloidal G-250 y la coloración de plata. En la figura 1, se 

observa que el SDS-PAGE al 10%, teñido con coomasie blue coloidal G-250, 

permitió identificar cinco proteínas de aproximadamente 220, 170, 45, 30 y 20 Mr.  

Asimismo, los geles al 7%, teñidos con plata identificaron diferentes bandas proteicas 

de aproximadamente 220, 115, 85, 83 y 20 Mr (Figura 2). Ambas tinciones 

demostraron que se logró la purificación de las proteínas TESA, ya que las bandas 

proteicas contenidas en la solución inicial de TESA se redujeron considerablemente.  

 

Las proteínas TESA están clasificadas como glicoproteínas y por primera vez 

se demuestra, que éstas presentan residuos de glucosa y manosa, ya que se logró la 

purificación con una resina de concanavalina A utilizando un buffer de elución que 

contenía una mezcla de ambos azúcares. Berrizbeitia et al. (2006), purificaron 6 

bandas de TESA utilizando una columna de bromuro de cianógeno (220, 170, 80, 60, 

35, 25 Mr),  las  cuales fueron visualizadas en la electroforesis unidimensional con 

tinción de plata. En el presente trabajo, el número  de bandas proteicas resultantes de 

la purificación se redujo considerablemente comparado con la mezcla total de TESA 

(Figuras 1 y 2). Es importante mencionar que las proteínas purificadas comenzaron a 

eluirse a partir de la fracción 2, lo cual fue detectado por el cromatógrafo (Apéndice1) 

y visualizado en ambas técnicas de tinción (Figuras 1 y 2). 
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Figura 1. Separación electroforética unidimensional (SDS-PAGE) de bandas 
proteicas purificadas de TESA por cromatografía de afinidad con concanavalina A, 
visualizadas con coomassie blue brillante coloidal G-250. (Mr= masa relativa, 1 al 6 
fracciones eluidas). L 1: lavado 1, L 3: lavado 3. Las flechas indican las bandas 
proteicas purificadas (220, 170, 45, 30 y 20 Mr) 
 

En la presente investigación, tanto la tinción de plata como la coloración de 

coomasie blue coloidal G-250 identificaron un igual número de bandas; sin embargo 

en la tinción de plata las bandas fueron más evidentes. Recientemente, se ha 

demostrado que la coloración de coomasie blue coloidal G-250, modificación del 

protocolo de Neuhoff et al. (1988), ha elevado su sensibilidad de forma tal que se 

acerca a los hallados por la tinción de plata convencional; pero la tinción de plata 

sigue siendo el método de coloración más sensible para la visualización de proteínas 

en geles de poliacrilamida; además de mencionar que la coloración de coomasie blue 

tiene la desventaja de no poder teñir ciertas glicoproteínas adecuadamente (Candiano 

et al., 2004; Oin et al., 2006, Brea et al., 2007).  
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Figura 2. Separacion electroforética unidimensional (SDS-PAGE) de bandas 
proteicas purificadas de TESA por cromatografía de afinidad con concanavalina A, 
visualizadas con tinción de plata. (Mr= masa relativa, 1 al 10 fracciones eluidas). L1: 
lavado 1. Las flechas indican las bandas proteicas purificadas (220, 115, 85, 83 y 20 
Mr). 
 

Una vez identificadas las bandas proteicas purificadas de los antígenos TESA, 

se demostró la inmunogenicidad de las proteínas purificadas mediante la prueba de 

Western blot. Esta prueba utilizando el cromógeno diaminobencidina demostró que el 

pool de sueros de pacientes chagásicos reconoció la banda proteica de 

aproximadamente 200 Mr (Figura 3). Debido a que la reacción observada con 

diaminobencidina fue débil se decidió utilizar un método de revelado que aumentara 

la sensibilidad de la prueba (Apéndice 3). 

 

Por tal motivo, los inmunocomplejos formados en el Western blot fueron 

revelados por quimioluminiscencia (Super signal West Pico, Pierce). Utilizando la 

técnica fluorescente se logró visualizar 5 bandas inmunogénicas de 220, 85, 45, 30 y 

20 Mr (Figura 4). Distintos trabajos afirman que el cromógeno diaminobencidina 

posee una sensibilidad débil; mientras que el reactivo de luminol  cuenta con una alta 
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sensibilidad, de un rango de detección que va desde los 10 a 12 g; además  de  

poseer  gran  afinidad  por  las  moléculas  proteicas (Mills et al., 1980; Peacock et 

al., 1991; Castelló et al., 2002). Estos hallazgos demuestran que las proteínas 

purificadas de TESA son inmunogénicas y pueden ser utilizadas en el diagnóstico de 

la enfermedad de Chagas. Igualmente algunas bandas proteicas identificadas en el 

SDS-PAGE unidimensional, contenidas en las proteínas TESA mostraron ser no 

inmunogénicas. Este es el caso de la proteína de 170 Mr revelada por la tinción de 

coomassie coloidal G-250 y la de 115 Mr revelada por la tinción de plata. Tanto el 

revelado de diaminobencidina como el de luminol permitieron visualizar bandas con 

masas relativas mayores de 200 Mr, lo cual muestra que son altamente 

inmunogenicas. Diversos trabajos, han mostrado la utilidad de las proteínas de TESA 

por encima de 150 Mr, ya que estas proteínas con estas masas molares son específicas 

para T. cruzi y no presentan reacciones cruzadas con Leishmania sp. (Umezawa et al., 

1996; Nakazawa et al., 2001). 

 

 

Figura 3. Representación del Western blot de las fracciones purificadas de los 
antígenos de TESA, con el pool de sueros chagásicos. Revelado con 
diaminobencidina. (A) patrón de peso molecular pre-teñido, (B) TESA total, (C) pool 
de sueros positivos para la enfermedad de Chagas (reconocimiento de una banda de 
aproximadamente 200 Mr) 
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En la presente investigación se demostró la inmunogenicidad de las proteínas 

purificadas de TESA con Mr mayores a 85 Mr. Bandas proteicas de TESA con Mr 

elevadas han demostrado su sensibilidad y especificidad en la detección de infección 

por T. cruzi, en sueros provenientes de pacientes en fase aguda, crónica e infecciones 

congénitas (Umezawa et al., 1996; Nakazawa et al., 2001). Igualmente se logró 

purificar proteínas de TESA utilizando una columna de concanavalina A, la 

inmunogenicidad de estas proteínas purificadas coincide con lo reportado por 

Berrizbeitia et al. (2006), en donde también se describe proteínas inmunogénicas 

similares con masas relativas mayores a 85 Mr (220, 170, 120 y 85 Mr).  

 

Figura 4. Western blot de las fracciones purificadas con concanavalina A de los 
antígenos de TESA, con el pool de sueros chagásicos. Revelado por 
quimioluminiscencia (Mr= masa relativa, 1 a 6 = fracciones eluidas, las flechas 
indican las proteínas purificadas reconocidas por el pool de sueros chagásicos. 

 
En este trabajo, se planteó una nueva alternativa de purificación de los 

antígenos TESA, la cual no había sido descrito previamente, igualmente la estabilidad 

de las proteínas eluidas, ya que se mantuvieron estables durante su almacenamiento, 

(aproximadamente 5 meses). Asimismo el rendimiento proteico obtenido con esta 

técnica de purificación fue bajo y poco práctico, en la obtención de proteínas 

purificadas de TESA, para ser utilizado de rutina, con fines de diagnóstico, como por 
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ejemplo en la prueba de ELISA, donde se necesitan una mayor cantidad de antígeno 

para la sensibilización de la microplaca. Sin embargo, una vez demostrada la 

inmunogenicidad de las proteínas purificadas de TESA y su estabilidad con este tipo 

de purificación (resina de concanavalina A), se podría secuenciar las proteínas 

purificadas para la obtención de péptidos sintéticos o a través de biología molecular 

lograr clonar estas proteínas, para de este modo obtener un rendimiento antigénico 

suficiente, que permita obtener suficiente cantidad de antígeno para ser utilizado en 

pruebas serológicas de diagnóstico para la enfermedad de Chagas.  
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CONCLUSIONES 

 

 

 El rendimiento proteico de los antígenos TESA, purificados por cromatografía 

de afinidad con una resina de concanavalina A, es bajo, para la obtención de 

proteínas de diagnóstico para la infección por T. cruzi.  

 Las proteínas purificadas de TESA presentan residuos de manosa y glucosa, los 

cuales se fijaron a la concanavalina A. 

 La tinción de plata permitió la visualización de las bandas de 220, 115, 85, 83 y 

20 Mr; mientras que en la coloración de coomasie blue coloidal G-250 se 

observaron bandas de 220, 170, 45, 30 y 20 Mr, coincidiendo entre ellas las 

bandas de 220 y 20 Mr. 

 Las bandas purificadas de 220, 85, 45, 30 y 20 Mr son inmunogénicas ya que 

fueron reconocidas por el pool de sueros chagásicos.  
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RECOMENDACIONES 

 

 

 Eluir las proteínas purificadas en el gel para secuenciación. 

 Construir péptidos sintéticos. 

 Producir antígenos recombinantes. 

 Utilizar otros métodos de purificación. 
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APÉNDICES 

 

 

 

Apéndice 1 

 

Figura 1. Cromatograma de las fracciones purificadas de los antígenos TESA, 
eluídas con la solución de azúcares. 
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Apéndice 2 

 

 
Figura 2. Curva de calibración del método de Brabford, para la determinación 

de la concentración proteica de la fracción 2. 

 

Ecuación de la recta 
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x = Concentración de la fracción purificada                                m = 

Pendiente 

y = Lectura de la densidad óptica                                                    r = Pearson    

b = Intercepto 

 

 



 

Apéndice 3 

 

 

Figura 3. Western blot de las fracciones purificadas de los antígenos de 
TESA, con el pool de sueros chagásicos. Revelado con diaminobencidina 

(Mr: masa relativa, la flecha indica la proteína de aproximadamente 200 Mr, 
reconocida por el pool de sueros chagásicos). 
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Apéndice 4 

Preparación de las soluciones de los diferentes métodos empleados en 

la purificación de los antígenos TESA 

 

Cromatografía de afinidad (con A) 

1) Buffer de cromatografía: (20 mmol.l-1 tris-HCl, 0,50 mmol.l-1 de Cloruro de 

sodio: NaCl, 1 mmol.l-1 de Cloruro de calcio: CaCl2, 1 mmol.l-1 de Cloruro de 

magnesio: MgCl2) 

Se mezcló 1,5759 g de tris-HCl, 14,6100 g NaCl, 0,0555 g de CaCl2, 0,1017 

g y MgCl2 con 250 ml de agua destilada y se ajustó a pH= 7,4 con NaOH y 

finalmente se completó hasta 500 ml con agua destilada. 

 

2) Solución de elución: (0,30 mol.l-1) 

Se mezcló 1,1652 g de metil--D-manopiranósido y 1,1652 g de metil--D-

glucopiranósido con 20 ml de buffer de cromatografía. 

 

Electroforesis unidimensional 

1) Tris-HCl (1,50 mol.l-1 pH 8,8) 

 Se disolvió 27,23 g de tris-base con 80 ml de agua destilada, se ajusto a pH 

8,8 con HCl puro y luego se enrasó hasta 150 ml. Se conservó a 4ºC por un 

mes. 

 

2) Tris-HCl (1,00 mol.l-1 pH 6,8) 

Se diluyó 12,11 g de tris-base con 80 ml de agua destilada, se ajustó a pH 

6,8 con HCl puro y luego se afora hasta 100 ml. Se conservó a 4ºC por un 

mes. 

 

3) Acrilamida-Bisacrilamida (30,00%p/v; 2,60%p/v).  
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Se mezcló 29,20 g de acrilamida y 0,80 g de bis-acrilamida en 100 ml de 

agua destilada, se filtró y conservó a 4ºC en envase color ámbar. 

 

4) SDS AL 10,00%  

Se pesó 10 g de SDS y se diluyó en 100 ml de agua destilada. 

 

5) APS (Persulfato de amonio) al 10,00%p/v 

 Se disolvió 0,10 g de APS con 1 ml de agua destilada. 

 

6) Bromofenol blue 0,50%p/v  

Se disolvió 0,125 g de Bromofenol blue en 25 ml de agua destilada. 

 

7) Buffer corrida: (25 mmol.l -1 Tris, 192 mmol.l-1 glicina, 0,10%p/v SDS, pH 

8,3) 

Se disolvió 3,03 g de Tris-base, 14,40 g de glicina y 1 g de SDS con 500 ml 

de agua destilada, y luego de enraso a un volumen final de 1000 ml. 

 

8) Buffer muestra 

 

Tabla 2. Preparación del buffer muestra. 
Reactivo Volumen (ml) 

Agua destilada 4,17 

Tris-HCl 1 mol.l-1 pH 6,8 0,625 

Glicerol 2,50 

SDS 10,00% p/v 2,00 

Azul de bromofenol 0,200 

Volumen total 9,50 
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11) Buffer muestra reductor 

 Se mezcló 950 µl de buffer muestra más 50 µl de β-Mercaptoetanol. 

 

12) Geles de Poliacrilamida 

 

Tabla 3. Preparación de los geles de poliacrilamida al 7,00% para la corrida 
electroforética de las fracciones purificadas. 

Gel de separación Gel de apilamiento 
Reactivos 

(volumen en ml) (Volumen en ml) 

 Agua destilada 4,964 2,70 

 Acrilamida (30,00%) 2,33 0,67 

 Tris-HCl 1,5 mol.l-1 pH 8,8 2,50 - 

Tris-HCl 1 mol.l-1 pH 6,8 - 0,50 

 SDS 10,00%p/v 0,10 0,04 

 APS 10,00%p/v 0,10 0,04 

 Temed 0,006 0,004 

Volumen Final 10 4 

 
Tabla 4. Preparación de los geles de poliacrilamida al 10,00% para la corrida 
electroforética de las fracciones purificadas. 

Gel de separación Gel de apilamiento 
Reactivos 

(volumen en ml) (Volumen en ml) 

 Agua destilada 4 2,70 

 Acrilamida (30,00%p/v) 3,30 0,67 

 Tris-HCl 1,50 mol.l-1 pH 8,8 2,50 - 

 Tris-HCl 1 mol.l-1 pH 6,80 - 0,50 

 SDS 10,00%p/v 0,10 0,04 

 APS 10,00%p/v 0,10 0,04 

Temed 0,004 0,004 

Volumen Final 10,004 4 
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Tinción de plata 

1) Solución A: (Etanol al 30,00% v/v; Acido acético al 10,00% v/v) 

 Se mezcló 15 ml de etanol y 5 ml de ácido acético, luego se completo hasta 

un volumen de 50 ml. 

 

2) Solución B: (Etanol al 30,00% v/v) 

Se midió 45 ml de etanol y se enraso con agua destilada hasta 150 ml. 

 

3) Solución C: (1,43 mmol.l -1 de Ditionito de sodio: Na2 O4S2) 

Se diluyó 0, 0125 g de ditionito de sodio con 50 ml de agua destilada. 

 

4) Solución D: (11,77 mmol.l -1 de Nitrato de plata: AgNO3; 0,01% v/v de 

formaldehido) 

Se mezcló 0,10 g de AgNO3 y 5 µl de formaldehido con 50 ml de agua 

destilada; se conservó en envase color ámbar. 

 

5) Stock de Tiosulfato de sodio: (31,37 mmol.l -1 de Tiosulfato de sodio: 

Na2S2O3) 

Se diluyó 0,0496 g de tiosulfato de sodio con 10 ml de agua destilada. 

 

6) Solución de Revelado: (0,38 mol.l -1 de Carbonato de sodio: Na2CO3, 

0,06% v/v de formaldehido) 

Se mezcló 4 g de Na2CO3, 60 µl de formaldehido y 100 µl de solución stock 

de tiosulfato de sodio con 100 ml de agua destilada. 

 

7) Acido acético glacial 

 

Coloración de coomasie blue coloidal G-250 

1) Solución I: (Acido Fosfórico: H3PO4 al 2,00% v/v y Etanol al 30,00% v/v) 
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Se midió 3 ml de ácido fosfórico y 45 ml de etanol, luego se enrasó con agua 

destilada hasta un volumen de 150 ml. 

 

2) Solución II: (Acido Fosfórico: H3PO4 al 2,00% v/v) 

Se midió 3 ml de ácido fosfórico y se aforó con agua destilada hasta 150 ml. 

 

3) Solución III: (Sulfato de amonio: (NH4)2SO4 al 15,00% v/v, Ácido 

Fosfórico: H3PO4 al 2,00% v/v y Etanol al 30,00%v/v) 

Se midió 7,50 ml de Sulfato de amonio, 1 ml de Ácido Fosfórico más 15 ml de 

Etanol, luego se enrasa con agua destilada hasta 50 ml. 

 

4) Solución de Coomasie blue coloidal G-250 al 2,00% p/v 

Se mezcló 2 g de coomasie blue coloidal G-250 con 100 ml de agua 

destilada. 

 

Western blot 

1) Buffer de transferencia: (25 mmol.l-1 Tris, 192 mmol.l-1 de glicina y 

20,00%v/v de metanol a pH 8,3) 

Se diluyó 3,03 g de tris-base, 14,41 g de glicina en 500 ml de agua destilada, 

luego se mezcló con 200 ml de metanol y finalmente se enrasó hasta un 

volumen de 1 000 ml. 

2) Solución bloqueadora: (solución de PBS, leche descremada al 5,00%p/v y 

tween 20 al 0,10%v/v) 

Se mezcló 5 g de leche descremada Carnation (Nestle) y 100 µl de tween 20 

con 100 ml de agua destilada. 

 
 

3) Solución de lavado: (solución de PBS, 0,05% de tween 20) 

Se mezclaron 1 000 ml de solución de PBS con 500 µl de tween 20. 

4) Solución de PBS: (0,14 mol.l-1 de cloruro de sodio: NaCl, 10 mmol.l-1 de 
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fosfato ácido de sodio: Na2HPO4, 1 mmol.l-1 fosfato diácido de potasio: 

KH2PO4, 3 mmol.l-1 de cloruro de potasio: KCl) 

Se mezcló 8 g de NaCl; 1,15 g de Na2HPO4; 0,20 g de KH2PO4 y 0,20 g de 

KCl con 1 000 ml de agua destilada. 
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de los antígenos excretados/secretados de T. cruzi (TESA), por cromatografía de afinidad utilizando la 

resina concanavalina  A. Estos antígenos fueron eluidos con una mezcla de glucosa y manosa de 0,3 

mol.l-1. El SDS-PAGE teñido con coomasie blue coloidal permitió la visualización de 5 bandas de, 
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sueros positivos para la enfermedad de Chagas. Sin embargo, el rendimiento proteico obtenido por éste 

método de purificación fue bajo (1,22 µg.ml-1), indicando que la cromatografía de afinidad con 

concanavalina A no es la más adecuada para su utilización como método rutinario para la obtención de 

antígenos inmunogénicos, para ser empleados en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 
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