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Resumen 

El empleo de ensayos inmunológicos en modelos vertebrados es realizado con el fin de constatar 

el desarrollo de la respuesta inmune contra el inmunicen utilizado y la consecuente producción 

de anticuerpos específicos, de tal modo que el objetivo de esta investigación consistió en evaluar 

las propiedades inmunológicas de las proteínas ancladas mediante GPI a la membrana de 

Trypansoma cruzi en un modelo experimental vertebrado. El tipo de investigación fue un estudio 

explicativo de diseño experimental. Metodológicamente, se realizó la técnica de fraccionamiento 
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y purificación utilizando el detergente no iónico Tritón X-114, arrojando un rendimiento de 

alrededor del 7% a partir de proteínas totales del parasito, posteriormente se procedió a la 

realización de una separación electroforética SDS-PAGE para constatar el estado de viabilidad 

de las proteínas, continuamente se procedió a la determinación de la concentración de las 

proteínas ancladas mediante GPI aplicando el método de Lowry obteniendo una concentración 

de 1,77µg/µl, posteriormente se aplicó el esquema de inmunización planteado que consistió en 3 

dosis de las proteínas purificadas en combinación con el adyuvante incompleto de Freund y la 

recolección de un total de 5 muestras de suero sanguíneo representativas de cada etapa de 

inmunización. Los sueros resultantes se les aplico las técnicas inmunológicas de TAD y Western 

blot, demostrando así la positividad del ensayo, llegando a la conclusión que las proteínas 

ancladas mediante GPI de la membrana de Trypansoma cruzi son inmunogenicas, capaces de 

activar el sistema inmune humoral generando así la producción de anticuerpos que fueron 

detectados desde la primera semana de inmunización. 

 

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, Proteínas ancladas a GPI, Inmunogenicidad, Sistema 

inmune, Anticuerpos, TAD, Western blot. 
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INTRODUCCIÓN 

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un protozoario 

hemoflagelado que cumple su ciclo de vida entre hospedadores vertebrados mamíferos y 

hospedadores invertebrados, insectos hematófagos de la subfamilia Triatominae (Brener, 1973). 

Esta dolencia es endémica en 21 países de Latinoamérica y considerada un problema de salud 

pública en toda la región (WHO, 2016). T. cruzi pasa por un proceso de diferenciación y 

evolución, detectándose la forma epimastigote en el tubo digestivo del hospedador invertebrado, 

la forma amastigoste dentro de las células del hospedador vertebrado, las formas tripomastigote 

sanguícola en el torrente sanguíneo del hospedador vertebrado y los tripomastigotes metacíclicos 

en la ampolla rectal del insecto transmisor. 

La infección inicia cuando un triatomino sano se alimenta sobre un hospedador infectado, 

ingiriendo junto con la sangre formas circulantes del parásito, el cual sufre proceso de 

transformación y multiplicación a través del tracto digestivo hasta producir las formas infectivas, 

las cuales posteriormente el insecto deposita junto con sus heces sobre la piel o mucosa de un 

hospedador donde el insecto se alimentará. Una vez penetrada la célula hospedadora, el parasito 

puede invadir células fagocíticas y no fagocíticas donde sufre un proceso de diferenciación y 

transformación a su forma amastigote intracelular para luego multiplicarse y salir a circulación 

en forma de tripomastigote sanguícola, invadiendo otras células para seguir multiplicándose 

(Stuart y col., 2008). 

Una vez alcanzado el cuerpo del vertebrado, el sistema inmune del hospedador en 

presencia del parásito pone en marcha toda una maquinaria defensiva humoral y celular 

destinada a defenderse de la infección, atacando al agente patógeno utilizando diferentes 
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estrategias tales como procesos inflamatorios locales, producción de linfocitos citotóxicos, 

producción de anticuerpos, entre otros (Miyahira y col., 2003). En la primera etapa de la 

infección se activan los macrófagos, células NK y células dendríticas que pertenecen al sistema 

inmune innato, activándose posteriormente el sistema inmune adaptativo cuya principal 

característica es la producción de anticuerpos específicos anti T. cruzi. 

Los procesos de infección y la sobrevivencia de T. cruzi dentro del hospedador 

vertebrado están relacionadas con proteínas que median la interacción parásito-hospedador. La 

mayoría de estas moléculas se encuentran ancladas a la membrana mediante glicosil-fosfatidil-

inositol (GPI) y cumplen funciones de reconocimiento, invasión de células nucleadas y evasión 

de la respuesta inmune. Se ha comprobado que las proteínas ancladas mediante GPI son 

altamente inmunogénicas con una inducción de altos niveles de IgM y de IgG en sueros de 

modelos vertebrados (Crisante, 2014). 

En el proceso de inmunización de modelos vertebrados se utilizan moléculas capaces de 

inducir una respuesta inmune específica, característica que es esencial para la producción de 

anticuerpos.  Como criterios de evaluación de un suero inmunológico, se utiliza tanto el aspecto 

cuantitativo (título) como el cualitativo (afinidad y especificidad), siendo este último el más 

importante (Lomonte, 2007). La utilización de ensayos experimentales de este tipo permite la 

comprensión del proceso de desarrollo de anticuerpos en modelos vertebrados que pudiera 

ayudar a entender características similares encontradas en pacientes con enfermedad de Chagas 

(Lomonte, 2007). 

El presente trabajo tiene como objetivo principal utilizar proteínas ancladas por GPI a la 

membrana plasmática de T. cruzi como un inmunógeno en un modelo vertebrado de 
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experimentación. Durante este proceso, siguiendo un esquema de inmunización, se pretende 

observar el efecto de sucesivas dosis del antígeno sobre el incremento de los niveles de 

anticuerpos específicos anti GPI-T. cruzi, los cuales serán demostrados utilizando pruebas 

serológicas convencionales como la Técnica de Aglutinación Directa (TAD) y Western blot, 

normalmente empleadas en el diagnóstico serológico de la enfermedad de Chagas. 
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CAPÍTULO I 

EL PROBLEMA 

Planteamiento del problema 

La enfermedad de Chagas, según estimaciones hechas por la Organización Mundial de la 

Salud, se registra en Latinoamérica en un tenor de 16 a 18 millones de personas infectadas y 120 

millones bajo riesgos de infección, lo cual resulta en un problema regional de salud pública 

(WHO, 2016). 

La respuesta inmune asociada con la infección por T. cruzi es compleja y no 

completamente comprendida. Evidencias experimentales han demostrado que se requiere de la 

presencia de anticuerpos específicos de los subtipos IgM e IgG para conferir protección al 

hospedador, por lo que las técnicas de inmunización son consideradas entre las más efectivas 

para la generación de altos títulos de anticuerpos neutralizantes que se unan al agente etiológico 

y prevengan la infección chagásica (Lomonte, 2007). 

Uno de los pasos esenciales en los métodos de inmunización es la identificación de los 

antígenos que sean capaces de desencadenar la producción de anticuerpos (Lomonte, 2007). 

Investigaciones realizadas, han utilizado diferentes fragmentos de proteínas del parásito dando 

como resultado diferentes niveles de protección contra T. cruzi (Crisante y col., 2015). 

Considerando los estudios previos, en el presente trabajo se planteó la siguiente 

interrogante: ¿Qué títulos de anticuerpos policlonales específicos serán producidos por las 

proteínas ancladas mediante GPI al ser inoculadas en un hospedador vertebrado utilizando un 

esquema de inmunización de 3 inoculaciones con diferentes concentraciones de proteína y 

diferentes lapsos de tiempos de inoculaciones? 
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Justificación de la investigación 

Con la necesidad de generar conocimientos sobre los procesos inmunológicos 

desencadenados por las fracciones proteicas de T. cruzi, fue realizado este trabajo para evaluar la 

inmunogenicidad de las proteínas ancladas por GPI a la membrana de T. cruzi las cuales fueron 

mezcladas en proporciones iguales con un adyuvante,  utilizando un esquema de inmunización 

que consiste en  tres inoculaciones con diferentes concentraciones de las proteínas en diferentes 

lapsos de tiempo llevados a cabo en el modelo experimental vertebrado. La detección se realizó 

cuantificando los títulos de anticuerpos específicos anti GPI- T. cruzi producidos al final de cada 

inoculación y al culminar el experimento.  

 

Objetivos de la investigación 

Objetivo general 

Evaluar la inmunogenicidad de proteínas ancladas por GPI a la membrana de 

Trypanosoma cruzi en un modelo vertebrado de experimentación empleando un esquema de 3 

inmunizaciones y determinar el incremento de títulos de anticuerpos específicos anti GPI de T. 

cruzi generados durante cada proceso de inoculación. El desarrollo de la investigación se llevó a 

cabo en el Laboratorio de Investigaciones Parasitológicas “J.F. Torrealba”, Facultad de Ciencias, 

Universidad de los Andes, Mérida, Venezuela. 

Objetivos específicos 

1. Fraccionar y purificar por solubilidad proteínas ancladas por GPI a la membrana 

de epimastigotes de T. cruzi utilizando el detergente no iónico Tritón X-114. 
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2. Separar electroforéticamente las proteínas ancladas por GPI de la membrana de T. 

cruzi en geles SDS PAGE. 

3. Cuantificar las proteínas purificadas por espectrofotometría utilizando el método 

de Lowry. 

4. Inmunizar el modelo vertebrado (Oryctolagus cuniculus) con proteínas ancladas 

mediante GPI a la membrana de Trypanosoma cruzi complementado con adyuvante 

incompleto de Freund. 

5. Evaluar la inmunogenicidad de las proteínas ancladas por GPI en la membrana de 

Trypanosoma cruzi en el suero del modelo animal inmunizado aplicando las técnicas de 

aglutinación directa (TAD) y Western blot.   

 

     Alcances y limitaciones de la investigación 

En la investigación realizada se evaluó la capacidad inmunogénica que poseen las 

proteínas ancladas por GPI a la membrana de Trypanosoma cruzi para el desarrollo de la 

respuesta inmune en el modelo de experimentación vertebrado y el aumento progresivo de los 

títulos de anticuerpos producidos por el estímulo del inmunógeno tras realizar varias 

inoculaciones en diferentes lapsos de tiempo.  

 Las limitaciones presentadas durante el desarrollo de la investigación fueron: la 

accesibilidad a un animal de experimentación de sexo, edad y peso adecuado y la poca 

disponibilidad de reactivos para emplear un mayor número de técnicas serológicas para la 

detección de los anticuerpos específicos anti GPI-T. cruzi. 
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Hipótesis 

 Las proteínas ancladas por GPI a la membrana de T. cruzi estimulan el sistema inmune del 

hospedador vertebrado, induciendo la producción de anticuerpos policlonales específicos anti-

GPI-T. cruzi, los cuales se incrementarán con sucesivos refuerzos del antígeno.  
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

Antecedentes 

Nasser y col. (1997), estudiando la respuesta inmune humoral y celular inducida por las 

proteínas recombinantes SAPA (antígeno de superficie de etapa aguda), demostraron su 

presencia en el modelo T. cruzi ancladas a su membrana por glicosil-fosfatidil-inositol. Este 

resultado llevado a cabo en ratones de experimentación mediante la aplicación de un esquema de 

2 inmunizaciones semanales de 50µgr de la proteína complementado con adyuvante de Freund. 

Transcurrido una semana de la primera inoculación con la proteína, detectaron en las muestras de 

sueros la presencia de inmunoglobulinas específicas anti-SAPA y pasado el tiempo de la segunda 

inoculación lograron determinar que la concentración de inmunoglobulinas hallada era 30 veces 

mayor que la detectada durante la primera inmunización, demostrando así la alta 

inmunogenicidad que poseen estas proteínas y la eficacia que posee el esquema de inmunización 

con respecto a los niveles de anticuerpos producidos.   

Por otra parte, Añez-Rojas y col. (2006), utilizando el método de partición Tritón X-114 

lograron aislar y purificar proteínas GPI de Trypanosoma cruzi y T. rangeli, las cuales usaron 

para inmunizar conejos aplicando un protocolo de 3 inoculaciones, una cada 15 días con una 

concentración de 100µgr en la primera, 50µgr y 50µgr en la segunda y tercera. En el suero 

obtenido del modelo experimental lograron registrar la presencia de anticuerpos generados por el 

estímulo utilizando la técnica de Western blot. En este caso los autores obtuvieron diferentes 

patrones proteicos en las dos especies de parásitos, observando bandas un alto peso molecular 

correspondientes a proteínas de T. rangeli y bandas de bajo peso molecular correspondientes a T. 
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cruzi, lo cual demostró diferencias entre las proteínas GPI encontradas en ambas especies.  Este 

resultado generó la propuesta del uso de estas proteínas como marcadores bioquímicos y como 

una herramienta de diagnóstico diferencial para ser usada en areas endémicas de enfermedad de 

Chagas en la cual ambos parásitos T. cruzi y T. rangeli coexisten. Posteriormente, Rojas y col. 

(2008), realizaron el fraccionamiento, purificación y la evaluación antigénica e inmunogénica de 

L. (V.) braziliensis y la compararon con diferentes especies de Leishmania incluyendo L. (L.) 

donovani, L. (L.) mexicana y L. (L.) amazonensis. Similar a lo propuesto en nuestro trabajo, los 

autores inmunizaron un conejo experimental con extractos de proteínas ancladas mediante GPI a 

la membrana de Leishmania braziliensis, siguiendo un protocolo de inmunización de tres 

inoculaciones, una cada quince días. El suero de conejo fue recolectado 15 después de realizada 

la última inmunización, posteriormente se utilizaron tres técnicas serológicas convencionales 

(IFI, TAD y ELISA), obteniendo altos títulos de anticuerpos Anti-GPI de L. braziliensis, 

indicando una buena respuesta del sistema inmune del animal al inmunógeno utilizado. La 

evaluación de la antigenicidad se llevó a cabo utilizando Western blot, el cual reveló la presencia 

de 2 bandas proteicas de GPI de peso molecular 50kDa y 28kDa y resultaron ser altamente 

reconocidas por el suero anti GPI de L. braziliensis proveniente de animales inmunizados 

experimentalmente, a su vez se observó que estos péptidos no fueron detectados cuando se 

enfrentaron fracciones proteicas de las otras especias de Leishmania con el mismo antisuero, lo 

que sugirió el uso de estos péptidos específicos como marcadores bioquímicos para la 

identificación y diferenciación de Leishmaniasis causada por L. (V.) braziliensis. Más 

recientemente, Crisante y col. (2015), utilizando la técnica de fraccionamiento y purificación 

empleada ya en investigaciones anteriores de Añez-Rojas y col. (2006), demostraron 

reproducibilidad y obteniendo un rendimiento de 7%. Como anteriormente expuesto, las 
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proteínas ancladas mediante GPI a T. cruzi también fueron inoculadas en conejos siguiendo un 

esquema de 3 inoculaciones y a los sueros obtenidos se le aplicaron dos técnicas serológicas 

(TAD y ELISA), dando como resultado altos títulos de anticuerpos específicos anti GPI de T. 

cruzi. Finalmente, para poder demostrar su validez como un antígeno específico para el 

serodiagnóstico de la enfermedad de Chagas, utilizaron un total de 174 sueros de pacientes 

chagásicos previamente diagnosticados por métodos clínicos, serológicos y parasitológicos, el 

experimento final dio como resultado un 100% de sensibilidad y especificidad concluyendo así 

que la metodología empleada puede ser utilizada como una técnica alternativa para el 

diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 

 

Antecedentes históricos 

Los primeros estudios de la tripanosomiasis americana comienzan a principios del siglo 

XX. En el año 1909, el investigador brasileño Carlos Chagas hizo el hallazgo de un nuevo 

parásito que llamo Trypanosoma cruzi en honor a Oswaldo Cruz y describió la enfermedad que 

causaba llamada en su honor como Enfermedad Chagas. En un solo trabajo, este eminente 

científico brasilero, realizó la descripción del agente causal Trypanosoma cruzi, reconoció los 

transmisores en los insectos Reduviidae de la subfamilia Triatominae y describió las principales 

manifestaciones clínicas de la enfermedad en el ser humano.  

En Venezuela, Enrique Tejera en el año 1919, fue el primero en registrar la presencia de 

insectos triatomino albergando infección por Trypanosoma cruzi relacionando el hallazgo con la 

para entonces recién descubierta enfermedad de Chagas en Brasil. Sin embargo, no fue sino hasta 

los años 30 cuando se tomó consciencia de la magnitud del problema con el tesonero trabajo de 
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José Francisco Torrealba (1940), este investigador logró constatar la alta incidencia de la 

infección chagásica aguda en individuos del llano venezolano empleando la técnica de 

xenodiagnóstico descrita previamente por Brumpt (1912). Posteriormente, Pifano (1974), realizó 

una amplia campaña de seguimiento de la infección que involucró a más de 10.300 personas 

provenientes de ocho estados del país, detectando un 43,9% de seropositividad a T. cruzi 

destacando un 20,4% en niños de edades comprendidas entre 0 a 10 años y un 4% de positivos al 

examen de xenodiagnóstico indicando transmisión activa.  

Añez y col. (1999) en un trabajo durante los años 1988 al 1996 en el cual realizaron 

estudios clínicos, parasitológicos y serológicos en 152 pacientes pertenecientes al occidente de 

Venezuela donde la enfermedad de Chagas es endémica, demostraron 91 (59.9%) positivos de 

los cuales 59 se encontraban en la fase aguda de la enfermedad con signos y síntomas variados, 

destacándose entre estos 15% de pacientes asintomáticos, demostrando así un problema 

endémico en áreas del oeste del país que eran consideradas bajo control por la campaña llevada a 

cabo en 1960.  

Añez y colaboradores en el año 1999, realizaron evaluación de 28 pacientes con caso 

crónico de la infección, examinando muestras de biopsias del tejido miocárdico, determinando 

que el uso de drogas para tratar la enfermedad reduce la parasitaria encontrada en el paciente, 

pero no la elimina totalmente. En ese trabajo se estudiaron pacientes crónicos tratados y no 

tratado con Benznidazol durante la fase aguda, y se demostró la presencia de parásitos en el 

tejido cardiaco ya que el tratamiento empleado solo elimina las formas circulantes y no las 

tisulares, La importancia de este Trabajo fue que se demostró por primera vez en pacientes vivos 

altos porcentajes de persistencia parasitaria de T. cruzi en la fibra cardiaca en pacientes 

chagásicos crónicos del occidente de Venezuela. Asimismo Añez y col.(2007), presentaron un 
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estudio llevado a cabo en el periodo de Enero 2006 a Marzo 2007 donde fueron detectados un 

total de 9 casos agudos de la enfermedad de Chagas en pacientes procedentes del occidente del 

país, de zonas consideradas anteriormente como endémicas para la enfermedad, llegando a la 

conclusión  que ha habido un resurgimiento de la enfermedad en Venezuela por transmisión 

activa evidenciada por el hallazgo de estos nuevos casos en áreas endémicas y a su vez 

demuestra un descuido de la aplicación de los programas de control de vectores  triatominos de 

Trypanosoma cruzi aumentando así la transmisión vectorial.  

 

Antecedentes teóricos (bases teóricas) 

Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas también conocida como tripanosomiasis americana, es una 

enfermedad parasitaria tropical potencialmente mortal causada por Trypanosoma cruzi 

transmitida al humano por vía contaminativa a través de las deyecciones de vectores infectados 

pertenecientes a la sub familia Triatominae a través de las heces u orina. Una vez que llega a la 

célula hospedadora sufre ciclos consecutivos de transformaciones y multiplicaciones para luego 

invadir otras células ocasionando la destrucción del tejido y la subsiguiente disfunción del 

órgano correspondiente (Stuart y col., 2008).  

Fases de la enfermedad 

La enfermedad de Chagas presenta dos fases, la primera etapa de la infección de T. cruzi 

al hospedador se denomina etapa aguda caracterizada por la presencia del parásito en sangre, 

microscópicamente detectable y un perfil serológico con elevados niveles de IgM y bajos títulos 
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de IgG. Esta etapa puede ser asintomática o presentar cuadros clínicos variables que incluyen 

fiebre recurrente, cefalea, mialgia, edema, anorexia, linfo-adenopatia, hepatoesplenomegalia leve 

y miocarditis en grado variable (Añez, 1999, Bern, 2011, Torreao, 2015). En algunos casos se 

puede presentar la formación de un nódulo cutáneo local en el sitio de inoculación llamado 

Chagoma, o cuando el sitio de inoculación es la membrana mucosa conjuntival, el paciente 

desarrolla un edema peri orbital unilateral o bilateral, conjuntivitis y linfadenitis preauricular, 

manifestaciones características conocida como signo de Romaña.  

Algunos casos agudos se resuelven en un periodo de dos a tres meses, producto del 

control de la replicación del parásito por acción de la respuesta inmune (Rassi y Marin-Neto, 

2010). El individuo se mantiene asintomático durante años constituyendo un reservorio 

importante de la parasitosis. Superada la fase aguda el individuo pasa a una fase crónica, puede 

ser sintomática o asintomática, aparece en el 20% o 30% de los casos, la enfermedad afecta al 

sistema digestivo, al sistema nervioso y al tejido muscular. Las infecciones crónicas dan como 

resultado daño en el musculo cardiaco (miocardiopatía) y algunas veces se puede presentar 

pérdida de peso y la consecuente desnutrición del paciente (Acquatella, 2007, de Oliveira, 1998). 

Después de pasar varios años con la infección, un 27% desarrolla daños cardiacos, un 6% 

tendrán daños digestivos y un 3% presentan trastornos del sistema periférico (Pinazo, 2010). En 

la fase crónica las pruebas parasitológicas son frecuentemente negativas, mientras que el 

diagnóstico serológico arroja positividad revelando elevados niveles de IgG y bajos niveles de 

IgM (Añez y col., 1999, 2001). 
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Trypanosoma cruzi 

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un parásito protozoario 

unicelular flagelado digenético cuyo ciclo de vida se desarrolla de forma alternada entre el 

hospedador invertebrado y un amplio rango de hospedadores vertebrados domésticos y salvajes 

entre los que se incluye el hombre. 

Taxonómicamente Trypanosoma cruzi se clasifica de la siguiente forma: 

Reino: Protista  

Subreino: Protozoo 

Phylum: Euglenozoa 

Clase: Kinetoplastida 

Familia: Trypanosomatidae 

Género: Trypanosoma 

Subgénero: Schizotrypanum 

Especie: Trypanosoma cruzi 

 

Formas evolutivas 

Trypanosoma cruzi, adopta diferentes formas en su evolución con características propias 

que refleja su adaptación a los distintos ambientes. Entre sus formas de desarrollo se describen 

las siguientes: Epimastigote Formas alargadas de aproximadamente 20µm el flagelo se origina 
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próximo al núcleo y en posición yuctanuclear, emergiendo por un costado del cuerpo del 

parasito, el kinetoplasto se encuentra localizado en la parte media del organismo delante del 

núcleo, este estadio se desarrolla en el vector y en medios de cultivo, constituye una de las 

formas proliferativas del parasito. 

Amastigote: Formas esféricas u ovaladas de aproximadamente 2µm de diámetro, poseen 

un núcleo, kinetoplasto y flagelo rudimentario. Este representa la forma de multiplicación del 

parasito en el hospedador mamífero localizado en el interior de las células hospedadoras. 

Tripomastigote: Formas alargadas de aproximadamente 20µm con el kinetoplasto situado 

posterior al núcleo; el flagelo sale en su proximidad y emerge por un costado del cuerpo del 

parasito el cual se libera del extremo anterior creando una imagen de una membrana ondulante 

de importante extensión. Se encuentre presente en la circulación del mamífero como 

tripomastigotes sanguícola y en la ampolla rectal del insecto vector como tripomastigotes 

metacíclico, constituyen la forma infectiva. 

 

Ciclo de vida 

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi es uno de los más complejos entre los miembros 

pertenecientes al clase Kinetoplastida, describiéndose hasta cuatro formas básicas propias de este 

parasito conocidas como epimastigote, tripomastigote metacíclico, tripomastigote sanguícola y 

amastigote. 

El ciclo se inicia cuando el triatomino infectado succiona sangre del mamífero y libera 

con sus heces Tripomastigotes metacíclicos cerca del sitio de picadura, los tripomastigotes 
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penetran en el hospedador a través de la mucosa. Dentro del hospedador, los tripomastigotes 

metacíclicos invaden las células nucleadas cercanas al sitio de inoculación donde se diferencian a 

amastigotes intracelulares. Los amastigotes se multiplican por fisión binaria y cuando ocupan el 

citoplasma celular, se diferencian nuevamente en tripomastigotes que son liberados al espacio 

intracelular, a la linfa y a la circulación sanguínea como tripomastigotes sanguícolas, invaden 

nuevas células para completar un nuevo ciclo intracelular, Trypanosoma cruzi infecta células de 

una gran variedad de tejidos incluyendo, células de músculos lisos, tejido adiposo y sistema 

nervioso central (Stuart y col., 2008). 

Los tripomastigotes sanguícolas ingeridos por el insecto vector se transforman en 

Epimastigotes que se multiplican por fisión binaria uniéndose a las paredes del intesto. En la 

zona terminal del intestino o en la ampolla rectal los epimastigotes se diferencian a 

tripomastigotes metacíclicos, los cuales se liberan por las heces continuando así el ciclo 

biológico del parasito (Stuart y col., 2008). 

 

Mecanismo de transmisión 

T. cruzi, es transmitido en las heces de los triatominos vectores, insectos hematófagos que 

pertenecen a la subfamilia Triatominae, el insecto en la naturaleza suele habitar palmeras entre 

cuyas especies más conocidas destacan Attalea humboldtiana (palma de agua), Copernitia 

tectorum (palma llanera), Acrocomia aculeata o Acrocomia sclerocarpa (palma corozo), Coccus 

nucifera (palma de coco) y Mauritia minor (palma moriche), pero suele incursionar zonas 

domésticas en busca de animales y personas para alimentarse, son de hábitos nocturnos  y se 

infectan con T. cruzi después de picar a un animal o persona que tiene parásitos en sangre, al 
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frotar las picaduras se introduce de forma accidentada las heces en la herida, en los ojos o en la 

boca, así el parásito entra al torrente sanguíneo replicándose principalmente en tejidos 

musculares. Esta vía de transmisión posee una gran importancia a nivel epidemiológico, otra 

forma de transmisión es por vía oral, la cual ocurre cuando los animales se alimentan con 

insectos infectados y en humanos cuando se ingieren alimentos contaminados con heces u orina 

de triatominos. T. cruzi, puede también ser transmitido a humanos por medio de transfusiones de 

sangre o trasplantes de órganos donantes infectados, esta vía de contagio es importante en zonas 

no endémicas por la gran cantidad de personas infectadas clínicamente sanos o asintomáticos 

(Angheben, 2015). 

 

Trypanosoma cruzi y la respuesta inmune 

El sistema inmune humano es capaz de reconocer patógenos, eliminarlos o neutralizarlos. 

Sin embargo, la respuesta contra la infección por T. cruzi es inadecuada y solo provee una 

defensa parcial contra el mismo. Tanto la respuesta innata como la adaptativa-celular son 

cruciales para el reconocimiento y control de patógenos intracelulares como T. cruzi. El hecho de 

que este patógeno establezca una infección crónica sugiere que también ha desarrollado potentes 

mecanismos de evasión del sistema inmune o su modulación. 

El mecanismo por medio del cual el sistema inmune reconoce y responde a nivel celular 

no ha sido completamente descifrado. Este organismo es genéticamente complejo y a lo largo de 

su ciclo de vida presenta cambios constantes en el perfil antigénico, lo que parece ser de 

importancia para evadir o modular el sistema inmune (Tarleton, 2001, Cardoso, 2016).  
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Durante la etapa aguda la activación de las células Natural Killer y macrófagos con la 

liberación de óxido nítrico y enzimas lisosomales, son la primera acción para eliminar el 

parasito. Sin embargo, muchos logran sobrevivir dentro de las células fagocíticas y replicarse 

evadiendo la respuesta inmune (Taniwaki, 2011). Luego la infección evoluciona a una patología 

crónica, donde el principal mecanismo de defensa contra T. cruzi está mediado por células T y 

anticuerpos específicos (Marini, 2011). Tantos los linfocitos CD4 como CD8 son necesarios para 

el control de la infección con una principal acción protectora de LTh1 (Tarleton, 2000). Las 

citoquinas liberadas por los linfocitos T helper incrementan la actividad microbicida de los 

macrófagos, y los linfocitos citotóxicos destruyen las células infectadas por parásitos que son 

inaccesibles a los anticuerpos (Basso y Marini, 2014). T. cruzi, es capaz de infectar un amplio 

rango de tipos celulares entre ellas, las de origen hematopoyético o con función de célula 

presentadora profesional. Luego de 12 a 18 horas de la invasión celular, T. cruzi escapa de la 

vacuola parasitófora y reside en el citoplasma de la célula hospedadora bajo la forma de 

amastigote replicativo. Estudios previos han demostrado que dentro de citoplasma se produce la 

liberación de proteínas por parte del parásito que son presentadas en la superficie celular 

asociadas a CMH clase 1 para el reconocimiento de las células T CD8 (Rodríguez, 2007). Los 

subproductos de la degradación de T. cruzi en los fagolisosomas son llevados a la superficie 

celular para ser presentados a linfocitos T CD4 en el contexto de las moléculas de CMH clase II. 

De esta manera son activados los linfocitos responsables de la respuesta inmune efectora (Hoft, 

2007). 

La resistencia a la infección por T. cruzi ha sido asociada  a la producción de citoquinas 

pro inflamatorias, IL-12 e IFN-y (Rodríguez, 2012). Estas citoquinas activan la producción de 

óxido nítrico por parte de macrófagos responsables de la eliminación del parásito. 
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Por otro lado, una de las capacidades que posee el parásito es la regulación negativa de 

IL-12 con la sobreexpresión de IL-10 y TGF-β (Sacks y Sher, 2002). T. cruzi en la etapa aguda 

de infección disminuye la capacidad de las células dendríticas de estimular linfocitos T, 

disminuyendo así la expresión de CMH clase II. Esta actividad seria dependiente de la cepa, 

pudiendo estar este fenómeno relacionado con la virulencia de la misma (Soto, 2003). 

Diferentes estudios han demostrado la importancia de los anticuerpos para la sobrevida y 

la eliminación de los parásitos (Krettli, 1999). Brener (1986) propuso que los anticuerpos 

tripanocida generados durante la infección activa son el principal mecanismo efector para 

controlar la infección por T. cruzi en humanos, y Galvao (1993) observó que los anticuerpos 

contra T. cruzi tienen la habilidad de inducir la lisis de los parásitos in vitro. A pesar de la 

importancia de estos anticuerpos específicos, también se ha demostrado la existencia de 

anticuerpos con reducida actividad contra el parasito (Grag y Tarleton, 2002, Bermejo, 2011). Se 

ha probado que T. cruzi induce in vivo activación policlonal linfocitaria que compromete todas 

las poblaciones linfoides periféricas, distrayendo la respuesta especifica. En resumen, diversos 

estudios sugieren que una respuesta efectiva contra T. cruzi requiere la presencia de citoquinas 

Th1, anticuerpos líticos, así como la actividad conjunta de macrófagos, linfocitos T 

colaboradores y citotóxicos (Reina-San-Martin, 2000). 

 

Moléculas de superficie involucradas en la interacción T. cruzi - célula hospedadora 

T. cruzi, presenta un repertorio de diferentes moléculas que expresan a nivel de superficie 

celular destinadas a la invasión de las células mamíferas (Alves y Colli, 2007). Entre estas 

destacan las siguientes: Mucinas, las cuales son unas de las principales glicoproteínas presentes 
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en la superficie de T. cruzi (Acosta-Serrano y col., 2001, Buscaglia y col., 2006, Barrias y col., 

2013). Dichas moléculas generan una matriz densa de oligosacáridos que las hace muy 

adecuadas para la protección del parásito. Las mucinas se encuentran involucradas en la 

interacción hospedador-parásito y poseen principalmente dos funciones: proteger al parásito de 

los mecanismos de defensa tanto del triatomino como del hospedador mamífero y asegurar un 

punto de anclaje y posterior invasión de células en tejidos específicos (Freitas-Junior y col., 

1998). Al respecto, se ha establecido que estas glicoproteínas forman una cubierta alrededor del 

parásito que lo protegen del ataque de proteasas y glicosidasas presentes en el tracto digestivo 

del vector triatomino (De Pablos y Osuna, 2012). A su vez, en el interior del hospedador 

mamífero, las mucinas parasitarias se relacionan principalmente con los procesos de adhesión e 

inmunomodulación (Buscaglia y col., 2006). 

Se ha establecido que estas glicoproteínas son las principales receptoras de ácido siálico, 

el cual es transferido desde glicoconjugados del hospedador mamífero por trans-sialidasas 

específicas del parásito. Una vez las mucinas son modificadas por las trans-sialidasas, participan 

tanto en la unión e invasión a las células como en la sobrevida dentro del hospedero mamífero 

(Campo y col., 2006). Durante el proceso de invasión a la célula hospedadora, las mucinas 

presentes en la superficie del tripomastigote metacíclico son liberadas hacia la vesícula 

parasitófora (Schenkman y col., 1993). 

Trans-sialidasas, Son las glicoproteínas más abundantes relacionadas con el proceso de 

invasión celular en T. cruzi (Mattos y col., 2014) y presentan la característica de estar ancladas a 

glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Alves y Colli, 2007, Mattos y col., 2014). Dentro de este grupo 

se encuentran las proteínas gp82, gp80, gp 35/50 y gp85 (Barrias y col, 2013). Estas proteínas 

juegan un rol importante en la transferencia de ácido siálico desde proteínas del hospedador 
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hacia las mucinas parasitarias, pues se ha establecido que T. cruzi no posee la capacidad de 

sintetizar ácido siálico (Osorio y col., 2012). 

Superfamilia Gp85/Trans-sialidasa, esta glicoproteína se expresa en la membrana de 

tripomastigote, pero no está presente en la forma epimastigote (Tonelli y col., 2010, Osorio y 

col., 2012). Participa de los procesos de adhesión a la célula hospedera e invasión debido a la 

interacción con múltiples ligandos como laminina, fibronectina, colágeno, citoqueratina (CK) y 

algunas otras moléculas de superficie y proteínas extracelulares (Tonelli y col, 2010). Se 

caracteriza por anclarse a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) (Alves y Colli, 2007). 

Gp82, Es una de las principales adhesinas presentes en la membrana de la forma 

tripomastigote del parásito, se une a la membrana celular de células epiteliales a través del 

anclaje glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), lo que favorece los procesos de adhesión e invasión a 

las células hospederas (Neira y col., 2003, Yoshida y Cortez, 2008, Osorio y col., 2012). Gp82 es 

una molécula capaz de inducir un incremento transigente de las concentraciones intracelulares de 

Ca+, tanto en la célula hospedadora como en el parásito, mediante la activación de proteínas 

tirosina quinasa (PTK) y fosfolipasa C (PLC). El aumento de calcio citosólico promueve dos 

eventos que facilitan la invasión de tripomastigotes metacíclicos: la disrupción del citoesqueleto 

de actina dependiente de calcio y el reclutamiento de lisosomas para la formación de la vesícula 

parasitófora y posterior invasión celular (Málaga y Yoshida, 2001, Yoshida y Cortez, 2008, 

Maeda y col., 2012, Bayer-Santos y col., 2013). 

Gp90, Glicoproteína de la familia de la trans-sialidasas que participa en los procesos de 

invasión celular, es específica de la superficie de tripomastigote metacíclico, la unión a la 

membrana plasmática del parásito ocurre a través del anclaje GPI (Yoshida y col., 1990, Málaga 
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y Yoshida, 2001, Maeda y col., 2012). Funciona como un regulador negativo de la invasión 

parasitaria. 

Gp35/50, Encontrada en la superficie de tripomastigotes metacíclicos y en epimastigotes, 

con estructura similar a las mucinas (Yoshida, 2009). Estas moléculas se unen a receptores de 

células hospederas generando activación de la vía de señalización de Ca+ pero la respuesta 

producida es menor a la observada por Gp82. Gp35/50 genera la activación de la adenilato 

ciclasa, con la consecuente liberación de Ca+ que proviene probablemente de los 

acidocalcisomas. Son proteínas altamente glicosiladas, similares a mucinas, que poseen zonas 

ricas en residuos de ácido sialico y galactosa (Yoshida y Cortez, 2008).  
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CAPÍTULO III 

MARCO METODOLÓGICO 

 

Tipo de investigación: La investigación se desarrollará a un nivel explicativo, el cual se 

encarga de buscar el porqué de los hechos mediante el establecimiento de relaciones causa – 

efecto. (Arias, 2016). 

Diseño de investigación: El diseño es experimental, ya que se someterá al objeto de estudio a 

determinadas condiciones, estímulos o tratamiento (variable independiente) para observar los 

efectos o reacciones que se producen (variable dependiente) (Arias, 2016). 

Población y muestra: La población del trabajo de investigación consiste en sangre tomada de un 

conejo de edad adulta al tiempo 0 antes de la inoculación, a los 15 días, a los 30 días y a los 45 

días después de la inoculación y la muestra está constituida por el suero sanguíneo.  

Sistema de variables 

Variable: Proteínas de membrana 

Tipo de variable: Independiente 

Definición conceptual: Moléculas formadas por aminoácidos que están unidos por enlaces 

peptídicos. T. cruzi expresa una gran variedad de proteínas de superficie que cumplen diferentes 

roles durante su proceso de invasión al hospedador y la   evasión de la respuesta inmune. En este 

estudio fueron utilizadas las proteínas ancladas por GPI a la membrana de T. cruzi. 
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Definición operacional: Obtenidas a través de un proceso de masificación, aislamiento, 

purificación. Se cuantificó utilizando el método de Lowry. 

Dimensión: Relación 1:1 de proteína con adyuvante incompleto de Freund. 

Variable: Respuesta Inmune del hospedero 

Tipo de variable: Dependiente 

Definición conceptual: La respuesta inmune suele definirse como la reacción del sistema 

inmunitario del hospedador a un antígeno o una proteína extraña. El estudio permitió la 

detección de la respuesta inmune dada por la producción de anticuerpos específicos anti 

Proteínas ancladas por  GPI a la superficie de T. cruzi. 

Definición operacional: Los anticuerpos fueron detectados aplicando como método serológico 

la prueba de aglutinación directa (TAD) y Western blot. 

Dimensión: La positividad de la prueba es demostrada con títulos de anticuerpos a partir de 1:64 

hasta 1:4096. 

Instrumento de recolección de datos 

Para la recolección de los datos de investigación se utilizó la técnica de observación 

experimental. Los datos cualitativos y cuantitativos obtenidos de la aplicación de la técnica 

serológica TAD serán registrados y documentadas en la base de datos del Laboratorio de 

Investigación “J.F Torrealba” de la Facultad de Ciencias, Universidad de los Andes, Mérida.  
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Procedimientos o Metodología de la investigación 

Cultivo in vitro y masificación de aislados de Trypanosoma cruzi: 

Formas epimastigotes de Trypanosoma cruzi fueron crecidas en medio difásico NNN a 

25°C hasta la fase exponencial. Se realizaron grandes volúmenes de cultivos parasitológicos 

hasta obtener la cantidad necesaria para la masificación y fraccionamiento proteico. Posterior a 

su crecimiento, las células fueron colectadas por centrifugación y conservadas a -20°C hasta su 

uso.  

Fraccionamiento y purificación de proteínas utilizando detergente Tritón X-114: 

Las proteínas de T. cruzi fueron separadas de acuerdo a su solubilidad usando el método 

de partición con el detergente Tritón X-114 descrito por KO & Thompson (1995). Se obtuvieron 

tres fracciones diferenciadas en: moléculas hidrofílicas presentes en la fase acuosa (F1), 

proteínas integrales de membrana (F2) y moléculas unidas a la membrana con anclaje tipo 

glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) presentes en la fase detergente (F3). Para obtener las distintas 

fracciones proteicas, los parásitos fueron concentrados mediante centrifugación y resuspendidos 

en buffer de lisis (150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl; 2% Tritón X-114 pH 7,4) en presencia de 

inhibidores de proteasas. La preparación fue incubada con agitación en baño de hielo durante una 

hora, posteriormente la suspensión centrifugada a 3.500 rpm a 0°C durante 10 minutos en una 

centrifuga Eppendorf 5804R rotor A-4-44. El pellet resultante con el debris celular se descartó, el 

sobrenadante se almacenó a -20°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo indicado el 

sobrenadante fue lentamente descongelado manteniéndose a temperatura ambiente de 22°C y 

luego incubado en baño térmico a 34°C durante 20 minutos hasta obtener la primera partición 

que luego fue centrifugado por 5 min a 3.000 rpm permitiendo la obtención de la fase acuosa en 

el sobrenadante que contiene las proteínas hidrofílicas y la fase detergente se resuspendió 

suavemente en dos volúmenes de buffer B (Tris-HCl 100 mM; NaCl 150 mM; 0.06% Tritón X-

114 pH 7.4) y  colocado en un recipiente con hielo durante 10 minutos,  luego se incubo por 20 

minutos a 34°C y así poder obtener una segunda partición que se centrifugó durante 5 minutos a 

3.000 rpm, se descartó el sobrenadante que contenía proteínas hidrofílicas. La fase detergente 

resultante se resuspendió nuevamente en buffer y centrifugó durante 45 minutos a 5.000 rpm 

obteniéndose el pellet con las proteínas hidrofóbicas integrales de membrana. El sobrenadante 
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resultante se sometió a una tercera partición a 34°C durante 20 minutos y se volvió a centrifugar 

durante 2 minutos a 3.000 rpm, en la fase detergente resultante se obtuvo las proteínas ancladas 

mediante GPI.  

Ya obtenidas las proteínas ancladas mediante GPI, estas fueron alicuotadas en volúmenes 

de 500 µl en tubos eppendorf, para luego ser precipitadas agregándosele volúmenes de acetona a 

-20°C durante 2 horas. Una vez precipitadas, las proteínas fueron centrifugadas nuevamente 10 

min a 3.000 rpm descartándose el sobrenadante y procediéndose a secar el pellet conteniendo las 

proteínas GPI. Todas las fracciones del proceso de purificación fueron resuspendidas en buffer 

de muestra (Tris base 62 mM; 2% SDS; 10% Glicerol; 0,05% pH 6.8).  

 

Separación electroforética SDS-PAGE de las proteínas GPI de T. cruzi 

Las proteínas fueron separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12% 

con SDS como detergente aniónico, la migración de las proteínas de acuerdo a su peso molecular 

fue realizada en mini geles de 0,75 mm. En cada pozo de gel fueron colocados 20 µg de muestra 

de proteína realizándose la electroforesis a una diferencia de potencial constante de 100V 

durante 2 horas en una cámara de Mini Protean II (Bio-Rad). El gel posteriormente fue coloreado 

con una solución de azul de Coomasie con agitación suave durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Finalizado el tiempo de coloración, el gel fue colocado en solución decolorante 

(Metanol 40% y ácido acético 10%) con agitación suave para eliminar el exceso de coloración 

hasta observar los patrones proteicos de las proteínas obtenidas durante el proceso de 

purificación. 

 

Cuantificación de las proteínas GPI de T. cruzi 

Proceso realizado aplicando el método de Lowry (1951), proceso colorimétrico de 

valoración cuantitativa de proteínas, en el cual a la disolución de proteínas se le añade un 

reactivo que forma un complejo coloreado con ellas, siendo la intensidad de color de la 

disolución resultante proporcional a la concentración de proteínas, según la ley de Lambert-Beer.  
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Este método consta de dos etapas: 

 1) Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteínas formando complejos con 

los átomos de nitrógeno de los enlaces peptídicos. Estos complejos Cu2+-proteína tienen un 

color azul claro. Además, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la 

proteína, exponiéndose los residuos fenólicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa 

de la reacción. El Cu2+ se mantiene en solución alcalina en forma de su complejo con tartrato. 2) 

La reducción, también en medio básico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos 

fenólicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoría de las proteínas, actuando el cobre 

como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido fosfo-

molibdotúngstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenólicos da lugar a un 

complejo de color azul intenso. En este caso, fue utilizado un patrón de albumina de 

concentraciones conocidas para la realización de una curva patrón. La muestra de proteínas 

ancladas por GPI fue diluida en buffer de muestra hasta completar un volumen de 10µl con una 

concentración desconocida, la cual posteriormente fue determinada con el uso de la curva patrón. 

 

Inmunización del modelo vertebrado experimental con proteínas ancladas mediante 

GPI y obtención del suero sanguíneo  

Siguiendo el esquema de inmunización planteado, fueron realizadas 3 inoculaciones en 

total con una concentración variada y en lapsos de 15 días de diferencia, la primera de 100µgr, la 

segunda de 50µgr y la tercera de 80µgr. En el día 0 se tomó una muestra de sangre periférica de 

la oreja del animal antes de la inoculación y posteriormente se inoculó el pool de proteínas 

purificadas suspendidas en 0.5 ml de buffer (62mM Tris-Base; 2% SDS; 10% Glicerol pH 6.8)  

en una mezcla 1:1 con adyuvante incompleto de Freund para un volumen final de 1 ml en tres 

sitios distintos del dorso del animal. Al transcurrir 15 días, se procedió nuevamente a tomar una 

muestra de sangre del conejo e inocularlo con la mezcla de proteínas y adyuvante en 3 zonas 

distintas de la primera inoculación, en el día 30 se tomó una última muestra de la oreja del 

animal y se inoculó por vía subcutánea en el dorso del animal. En el día 45 se tomó una muestra 

de sangre por cardio puntura.  
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Evaluación de la inmunogenicidad aplicando técnicas serológicas  

A todas las muestras de sueros obtenidos les fueron realizadas técnicas serológicas para 

determinar el título de anticuerpos anti- GPI-Trypanosoma cruzi. Las pruebas empleadas durante 

el desarrollo de esta investigación fueron el test de aglutinación directa (TAD) y Western blot 

según protocolos seguidos en el laboratorio (Añez y col., 2001).  

Para la técnica de Western blot, se realizó una corrida electroforética de una muestra de 

20µg de la proteína anclada mediante GPI de T. cruzi en presencia del agente reductor DTT, 

transcurrido el tiempo de la electroforesis, fue realizada un electro transferencia, a un voltaje 

constante de 100V durante 1 hora, a una membrana de inmobilon P. Para la inmunodetección se 

utilizó como anticuerpo primario las muestras de suero del modelo vertebrado inmunizado 

diluido 1:100 y como anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugada con peroxidasa 

diluido 1:10.000. Finalmente, la membrana fue expuesta a temperatura ambiente a una solución 

reveladora compuesta por 4-cloro-naftol hasta generar un precipitado coloreado producto de la 

reacción de óxido-reducción, al final del revelado, la membrana fue lavada con abundante agua 

destilada para detener la reacción.  
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CAPITLO IV 

RESULTADOS 

 

Fraccionamiento y purificación de proteínas de Trypanosoma cruzi 

El proceso de fraccionamiento y purificación de epimastigotes de T. cruzi, utilizando el 

método de partición con el detergente no iónico Tritón X-114, permitió la obtención de las 

diferentes fracciones proteicas separadas de acuerdo a su solubilidad, la obtención final de las 

proteínas ancladas mediante GPI demostró un rendimiento del 7% de la concentración total de 

proteínas. 

 

Separación electroforética SDS-PAGE 

Se realizó la corrida electroforética a dos muestras de las proteínas GPI-T. cruzi, a una se 

le agregó un agente reductor Ditiotreitol (DTT), cuya función es  la de romper los puentes 

disulfuros en las proteínas permitiendo así su fraccionamiento, por lo que se observan varias 

proteínas de menor peso molecular. Transcurrido el tiempo de migración, el gel fue coloreado 

con el método de azul de Coomassie, observándose así un gran número de bandas proteicas, en la 

muestra tratada con agente reductor DTT se observaron un gran número de bandas proteicas, 

resaltando una gran cantidad de peso molecular menor a 37 kDa y en la muestra no tratada con 

DTT se observaron bandas que rondan entre los 200 kDa y 37 kDa. 
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     Patron de peso 

molecular             

   Muestra sin 

DTT 

Muestra con 

DTT 

  

 

Figura 1. Electroforesis en gel SDS-PAGE del fraccionamiento de proteínas ancladas mediante GPI a la membrana 

de Trypanosoma cruzi, Columna 1 muestra de proteínas sin DTT. Columna 2 muestra trata con DTT.  

 

Cuantificación por espectrofotometría utilizando el método de Lowry 

Siguiendo el método de Lowry, se utilizó el siguiente esquema de trabajo  

 

N° de muestras 

 

Patrón albumina 

 

Solución de reacción 

 

Folin 

 

Agua destilada 

1 10 µl 3 ml 300 µl 590 µl 

2 20 µl 3 ml 300 µl 580 µl 

3 30 µl 3 ml 300 µl 570 µl 

4 40 µl 3 ml 300 µl 560 µl 

5 50 µl 3 ml 300 µl 550 µl 

6 60 µl 3 ml 300 µl 540 µl 

 

Tabla 1. Esquema de trabajo método de Lowry, utilizando diferentes concentraciones de albumina para la 

realización de la curva patrón.  
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 Con los datos obtenidos, fue realizada una curva de calibración patrón de albumina para 

así poder determinar la concentración de la proteína GPI obtenida de T. cruzi, dando como 

resultado una concentración de 1.77 µg/µl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración Absorbancia 

0  µg/µl 0 

10 µg/µl 0,013 

20 µg/µl 0,039 

30 µg/µl 0,06 

40 µg/µl 0,085 

50 µg/µl 0,098 

60 µg/µl 0,127 

 

Tabla 2. Absorbancias  obtenidas por espectrofotometría del estándar de albumina 

 

 

Grafico 1.  Curva patrón de albumina utilizado para obtener la concentración desconocida de las 

proteínas ancladas por GPI de T. cruzi 
 

0,013 

0,039 

0,06 

0,085 
0,098 

0,127 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0 10 20 30 40 50 60 70

A
b

so
rb

a
n

ci
a 

Concentracion (µg/µl 

Curva patron de albumina 

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial-Compartir Igual 3.0 Venezuela (CC BY - NC - SA 3.0 VE)



32 
 

Inmunización del modelo vertebrado y obtención del suero sanguíneo 

Durante el desarrollo del esquema de inoculación, se fue formando al paso de los días 

pápulas en el dorso del animal en las zonas de inoculación que poco a poco fueron 

evolucionando a granulomas, a pesar de esto no se observó algún otro efecto secundario o 

adverso notable en el animal experimental. Según lo planteado en el experimento se lograron 

obtener 5 muestras sanguíneas representativas de cada etapa de toma de muestra del animal. Las 

muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 3.000 rpm en una centrifuga así logrando la 

separación del suero de los demás componentes sanguíneos. Estos sueros fueron congelados a -

20°C para ser utilizados posteriormente en la etapa de valoración inmunogénica. 

Determinación inmunogénica utilizando TAD y Western blot 

Los 5 sueros obtenidos fueron etiquetados según el tiempo en que fueron tomados del 

animal. El suero control obtenido antes de la inmunización el cual no contenía anticuerpos 

específicos,  el suero 1 tomado a los 15 días de la primera inoculación, momentos antes de la 

segunda inoculación, el suero 2 tomado a los 30 días y antes de la tercera inoculación, el suero 3 

tomado a los 45 días y posterior a la tercera inoculación y por último el suero 4 recolectado por 

cardio-puntura, transcurridos 60 días desde el inicio del experimento. Se le realizó análisis de 

inmunodiagnóstico a las muestras. En el caso de la técnica TAD, se utilizaron dos placas: 

La primera placa sin β-mercaptoetanol, se observaron los siguientes resultados: 

Tiempo Descripción de la muestra Título de anticuerpos 

0 días  Toma de suero de animal sano (Control negativo) 

 Primera inmunización (100µg/µl) 

0 

15 días  Toma de muestra de sangre de la primera inmunización 

 Segunda inmunización (50µg/µl) 

1:256 

30 días   Toma de muestra de sangre de la segunda 

inmunización 

 Tercera inmunización  (80µg/µl) 

1:256 

45 días  Toma de muestra de sangre de la tercera inmunización  1:512 

60 días  Toma de muestra por cardio-puntura 1:2048 

 

Tabla 3.  Resultados obtenidos de TAD  de la placa sin β-mercaptoetanol 
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Grafico 2. Representación gráfica de los resultados obtenidos de TAD de la muestra sin β-mercaptoetanol 

 

La segunda placa con β-mercaptoetanol, se observaron los siguientes resultados: 

 

TIEMPO Descripción de la muestra Títulos de anticuerpos 

0 días  Toma de suero de animal sano (Control negativo) 

 Primera inmunización (100µg/µl) 

0 

15 días  Toma de muestra de sangre de la primera inmunización 

 Segunda inmunización (30µg/µl) 

1:128 

30 días  Toma de muestra de sangre de la segunda inmunización 

 Tercera inmunización  (80µg/µl) 

1:128 

45 días  Toma de muestra de sangre de la tercera inmunización  1:256 

60 días  Toma de muestra por cardiopuntura 1:256 

 

Tabla 4. Resultados obtenidos de TAD  de la placa con β-mercaptoetanol  
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Grafico 3. Representación grafica de los resultados obtenidos de TAD de la muestra con β-mercaptoetanol 

Con respecto al Western blot, tras realizar la metodología planificada, se observó bandas 

proteicas, correspondientes a las proteínas anclada mediante GPI, de diferentes pesos 

moleculares desde 201,1 kDa hasta rangos menores de 20,6 kDa, todo esto debido a la presencia 

de anticuerpos específicos anti-GPI de T. cruzi, demostrando así una positividad de la prueba. 

 

 

Figura 2. Western blot de las proteínas ancladas mediante GPI de Trypanosoma cruzi utilizando los anticuerpos 

obtenidos del suero del modelo vertebrado, demostrando  la positividad de la prueba 
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CAPITULO V 

DISCUSION 

En el presente trabajo fue realizada la evaluación de proteínas ancladas mediante GPI de 

T. cruzi, utilizadas para inmunizar un modelo experimental, que en este caso se realizó en 

conejo, con la finalidad de detectar, mediante técnicas serológicas tales como: TAD y Western 

blot, el desarrollo de niveles séricos de anticuerpos anti- GPI de T. cruzi.  

Primeramente, las proteínas ancladas mediante GPI de Trypanosoma cruzi utilizadas para 

la inmunización, siguiendo la metodología de purificación con detergente no iónico Tritón X-

114, demostró ser eficiente y reproducible. Los resultados obtenidos en esta investigación fueron 

comparables a los registrados en trabajos previos realizados con proteínas ancladas mediante GPI 

de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli y Leishmania braziliensis (Añez-Rojas y col., 

2005, Rojas y col., 2007, Crisante y col., 2015).  

Una de las características resaltantes de esta investigación es la generación de títulos de  

anticuerpos detectables por técnicas serológicas desde las primeras semanas después de la 

primera inoculación y el consecuente aumento de la concentración de estos anticuerpos, lo que 

puede ser explicado por una buena activación de la respuesta inmune por parte de las 

propiedades inmunogénicas que poseen las proteínas ancladas mediante GPI. Además, se 

demostró que desde la primera inmunización se pudieron detectar Acs anti- GPI de T. cruzi.  

Como prueba complementaria, la realización del Western blot reveló un patrón de bandas 

proteicas de diferentes pesos moleculares que van desde 201,1 kDa hasta rangos menores de 20,6 

kDa, lo que indica los anticuerpos presentes en el suero del animal reconocieron y reaccionaron a 

la presencia de las proteínas ancladas mediante GPI de T. cruzi demostrando así una alta 
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especificidad y sensibilidad de parte de los anticuerpos. Estos hallazgos nos permiten sugerir que 

las proteínas ancladas mediante GPI de T. cruzi pudieran ser utilizadas en el diagnóstico 

temprano de pacientes con enfermedad de Chagas. 

 

CONCLUSIONES 

El empleo de un esquema de inmunización utilizado en el experimento, que consistió en 

la inoculación de 3 dosis de la proteína-GPI con una concentración variada en intervalos de 

tiempos de 15 días, demostró ser eficaz para la generación del estímulo necesario para el 

desarrollo de la respuesta inmune del animal. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación confirman la alta capacidad 

inmunogénica que poseen las proteínas ancladas mediante GPI de Trypanosoma cruzi para la 

estimulación del sistema inmune humoral de un modelo vertebrado de experimentación.  

 

RECOMENDACIONES 

Ya que durante la investigación se dispuso solamente un animal como modelo de 

experimentación y una técnica serológica para la detección de los títulos de anticuerpos debido a 

limitante económica presente durante la ejecución del experimento. Se recomienda realizar un 

estudio más amplio con la disposición de un mayor número de modelos vertebrados 

experimentales que permita observar el desarrollo de anticuerpos a un nivel poblacional. Además 

de esto, se recomienda el uso de un mayor número de técnicas serológicas como lo son IFI y 

ELISA. 
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