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RESUMEN

La capacidad de | os pacientes para e nfrentar |a infecciéon por T. cruzi depende del equilibrio entre la
respuesta inmune inflamatoria y anti-inflamatoria, porlo que el estudio de las citocinas puede ayudar
a comprender los mecanismos que des encadenan la fases clinicas de la enfermedad y la respuesta
al tratamiento. En este estudio se d etermind la concentracion de citocinas en i ndividuos mexicanos
menores de edad infectados con T.cruzi cursando las fases asintomatica y crénica, antes y después
de la terapia antiparasitaria especifica. Los objetivos de este estudio fueron determinar el perfil de | as
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL -6, IL-17, qui miocinas | L-8, M IP-1a) y anti-
inflamatorias (IL1-RA, IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B), y analizar si se encuentran diferencias en los
niveles de citocinas tanto entre los diferentes grupos de pacientes como antes y después del
tratamiento. Los individuos se clasificaron de acuerdo con estudios clinico-cardiolégicos, como
electrocardiograficoy ec ocardiografico. El Grupo1 incluyé 13i ndividuos en fasec ronica
asintomatica, con trazo el ectrocardiografico normal y ecocardiograma normal. EI Grupo 2 constaba
de 9 casos en fase cronica s intomatica incipiente, con alteraciones en el trazo el ectrocardiografico
BIRDHH (Bloqueo Incompleto de la Rama Derechade Haz de His)y ecocardiograma con |l esiones
incipientes. EI Grupo 3 incluyé 11 individuos en fase crénica sintomatica con lesiones severas, con
electrocardiograma con BIRDHH o BRDHH (Bloqueo de Rama Derecha de Haz de His) y con
ecocardiograma con lesiones francas. Los individuos con las manifestaciones cronicas tanto
incipientes como severas en su mayoria fueron del sexo masculino (67% y 64% dentro de los grupos
sintomaticos 2y 3, respectivamente). En la comparacion e ntre pacientes infectados y no i nfectados,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P< 0.001) en todas las citocinas. En la
comparacion de las c oncentraciones entre gr upos c linicos, se encontré di ferencia es tadistica ent re
medianas de |l as c oncentraciones de IFN-y (P=0.0354), TNF-a (P=0.0400), IL-1B (P=0.0352), IL-6,
(P=0.0113), IL-2 (P=0.0317), IL1RA (P=0.0340) e IL-10 (P=0.0354) con incremento hasta del 383.78%
entrel os grupos 2 y 3. La comparacion de los ni veles de citocinas entre pacientes tratadosy no
tratados mostré disminucion hasta del 58.63%, con diferencia estadistica en IFN-Y (P=0.002), TNF-a
(P=0.023), IL-15 (P=0.0423), IL-4, (P=0.001), IL-10 (P=0.0276). No se encontraron diferencias en
la concentracién de TGF-[3 al analizarlo p or grupos o d espués del tratamiento. Se concluye que | os
pacientes infectados por T.cruzi tienen una alta concentracion de citocinas tanto pro como anti-
inflamatorias, que no existe en el grupo control; que la fase crénica sintomatica s e correlaciona con
niveles altos de c itocinas profibréticas e inflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-2)y reguladoras
de lainflamacién (IL1RA e IL-10), que se correlacionan con los trastornos d e conducciéony fibrosis
cardiaca que genera trastornos en la motilidad cardiaca, y que los pacientes tratados presentan
disminucion de IFN-Y, TNF-qa, IL-15, IL-4 e IL -10, por o qu e estas citocinas pueden ser marcadores

para determinar eficacia o falla medicamentosa en |a terapia antiparasitaria.



ABSTRACT
The ability of p atients toresponce tothe T.cruzi infection d epends ont he b alance b etween the immune
response and inflammatory anti-inflammatory, sot he study of cytokines may help to understand the
mechanisms that trigger the clinical stages of the disease and the response to treatment. In this study the
concentration of cytokines was d etermined in Mexican individuals under age i nfected with T. cruzi, and
enrolled in the asymptomatic and chronic phases, before and after the specified antiparasitic therapy. The
objectives of this study were determine the profile of pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IF N-y, TNF-a, IL-
2, IL-6, IL -17, chemokines IL-8, MIP-1a) and anti -inflammatory (IL1-RA, IL-4, IL -10, IL-13 and TGF-§),
and an alyze the differences between the groups of patients before and after treatment in c ytokine levels.
Individuals were c lassified according to clinical-cardiologic, electrocardiographic and ec hocardiographic
studies. Group 1 included by13 individuals in chronic asymptomatic phase, normal ECG tracing and
normal echocardiogram. Group 2 consisted of 9 cases incipient symptomatic chronic phase, with
alterations in the E CG tracing IRBBB (Incomplete Right Bundle Branch Block) and echocardiography with
early lesions. Group 3 included 11 patients with severe symptomatic chronic phase lesions with
electrocardiogram IRBBB or RBBB (Right Bundle Branch Block) and echocardiography severe injuries.
Individuals with chronic and s evere m anifestations emerging as the majority were male (67 % and 6 4 %
in symptomatic groups 2 and 3, respectively). In the comparison between infected and uninfected
patients, statistically significant differences (P<0.001) in all ¢ ytokines were found. In the c omparison of
concentrations bet ween c linical gr oups, s tatistical d ifference w as f ound bet ween m edians of the
concentrations of IFN-Y (P=0.0354), T NF-a (P=0.0400), 1 L-18 (P=0.0352), | L-6, ( P=0.0113), | L-2
(P=0.0317), IL1RA (P=0.0340) and IL-10 (P=0.0354) with 383.78% increase to the groups 2 and 3.
Comparing levels of cytokines between treated and untreated patients showed a reduction o f up to 58.63
%, with statistical difference in IFN-Y (P=0.002), TNF-a (P=0.023), IL-15 (P= 0.0423), IL-4, (P= 0.001),
IL-10 (P=0.0276). No differences in the concentration of TGF-f3 to analyze it or after the treatment groups
were found. We conclude that T. cruzi-infected p atients ha ve a high concentration of c ytokines both p ro
and anti -inflammatory, which does not exist in the control group; symptomatic chronic phase that is
correlated with hi gh levels of fibrotic regulatory and i nflammatory cytokines (IFN-Y, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-
2) and i nflammation (IL1RA and IL-10), that correlate with cardiac conduction disturbances and fibrosis
which | eads to the disruption cardiac motility and treated patients have decreased IFN-Y, TNF-qa, IL-15,

IL-4 e IL-10, these cytokines may be markers for determining drug efficacy or failure antiparasitic therapy.



INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la e nfermedad d e Chagas o Tripanosomiasis Americana;
este parasito se transmite de forma natural por insectos hematéfagos llamados triatominos; es una
zoonosis compleja, ya que en ella se llevan a cabo infecciones que involucran la interaccién entre
especies de t ransmisores y mamiferos s ilvestres, peridomésticos y domésticos con gran diversidad de

formas de t ransmision y cuadros clinicos en el humano (1).

Desde 190 9, fecha enqu e el Dr. Carlos Chagas, describe en Minas Gerais, B rasil, la enfermedad de
Chagas ot ripanosomiasis americana, des pués de ai slara Trypanosoma cruzi del vector (Panstrongylus
megistus) y reproducir lainfeccion en mamiferos de laboratorio, refiere importante parala diseminacion
del vector, las condiciones de pobreza y hacinamiento de las viviendas rurales, condiciones que
prevalecen en Latinoamérica hasta nuestros dias; al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima a nivel mundial, que esta enfermedad afecta de 7 a 8 millones de individuos, con el
registrode 11 0 00 muertes en 20 08 (2) y la Organizacién Panamericana de | a Salud (OPS), refiere que
en México existen aproximadamente 1 100 000 individuos infectados con 29 500 000 en riesgo de
contraer la infeccion (3) y a partir de 2009, se incorpora dentro de las enfermedades tropicales
desatendidas (2). En 2013, la OMS refiere que existe en 21 paises de América Latina: Argentina, Belice,
Bolivia, Venezuela, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa,
Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay, Peru, el Estado Plurinacional de

Bolivia, Surinamy Uruguay (Fig. 1).

Las tasas de infeccion en Bancos de Sangre en el Continente Americano se encuentran entre el 3% y el
53% d ependiendo del paisy dela normatividad en el mismo (2). A pesar de que la enfermedad de
Chagas es endémica en Latinoamérica, en los ultimos afios, se ha observado que paises como Canada,
Estados U nidos de A mérica, algunos de Europa ei nclusive Japén y Australia, reportan cada vez mas
casos, que incluyen ademas otras vias de transmision como son la transfusional por sangre o sus

componentes, vertical de | a madre al producto o por trasplantes de 6r ganos y tejidos (2).

En México, el primery Unico caso de transmision por transfusion sanguinea fue reportado en 1989 (4).
En el pais, los estudios realizados en Bancos de Sangre contindan siendo escasos y muestran

prevalencias entre 0.28y 17% (1).



Figura 1- Distribucion gobal de casos de enfermedad de Chagas, con base en las estimaciones oficiales 2006-2010

®).

En 1940, Mazzotti reporta en M éxico, |os dos primeros casos hum anos y los dos primeros vertebrados
infectados con el parasito (6)y a partirdelos 50’s, Biagi, Tay enlos 60's y Salazarenlos 70’s, realizan
encuestas e pidemiolégicas en diversas regiones del pais, con el informe d e 2 miocarditis c hagasicas
post-mortem y e n19 79, S alazarS chettinor eportael t ercerc asodem iocardiopatiac hagasica
comprobado parasitolégicamente en un paciente vivo (7). En 1984 se reporté el primer caso de
megaesodfagoy en 1986 el primero de megacolon (8, 9). A lafecha, se han incrementado los estudios en
diversas regiones del pais encaminados a identificar diversos aspectos de la enfermedad; en los estados
de Veracruz, Oaxaca, Morelos, Yucatan, Guerrero y Jalisco se han realizado un niumero considerable de

encuestas epidemioldgicas con reportes de casos humanos.



BIOLOGIA Y CICLO BIOLOGICO DE Trypanosoma Cruzi

T. cruzi es un microorganismo eucarionte, protista, flagelado, que se clasifica dentro de la familia
Trypanosomatidae dentro del orden Kinetoplastida, presenta una sola mitocondria, con acumulacién de
DNA que forma una estructura denominada cinetoplasto y ademas, un flagelo Unico que recorre el

cuerpo del parasito (10).

CLASIFICACION TAXONOMICA DE T. cruzi.

REINO P ROTISTA Levine, 1980 (11)
SUB REINO P ROTOZOA
PHYLUM SARCOMASTIGOPHORA
SUB PHYLUM MASTIGOPHORA
ORDEN KINETOPLASTIDA
GENERO TRYPANOSOMA

ESPECIE -T.cruzi Chagas, 1909(12)

Este parasito se divide p or fisidn binaria longitudinal, es polimérficoy se describen 4 formas principales

en su ciclo de vida, tripomastigote metaciclico, tripomastigote sanguineo, epimastigote y amastigote.

El tripomastigote metaciclico, se encuentraen las heces del vector, tiene forma de “S”0 “C” y mide de
18 a 21 um de largo, con tincién de Giemsa, se aprecia un nucleo en la parte media del cuerpo del
parasito y en la posterior, el cinetoplasto con el flagelo posterior al nucleo, presenta una membrana
ondulante que recorre al parasito a lo largo junto con el flagelo; esta forma no es replicativa y es
considerada i nfectante de m anera nat ural. El tripomastigote sanguineo, es morfoldégicamente s imilar al
metaciclico y se encuentra en la sangre del vertebrado y puede ser infectante en los casos de

transfusién de sangre o sus componentes.

El epimastigote selocalizaenel intestinod el transmisory enl os medios de c ultivo convencionales;
mide de 16 a 18 ym de largo, presenta forma de huso y al ser tefiido, el cinetoplasto se observa anterior
al nicleo enlaparte media del parasito, el flagelo emerge del cinetoplasto conla membrana o ndulante

en la parte anterior, esta es la forma replicativa dentro del vector.

El amastigote se encuentra intracelular en los tejidos del huésped vertebrado, mide de 2 a 4 um,
presenta forma semiesférica, cuando es tefiido con Giemsa, se observa el nucleoy a unlado del mismo,
el cinetoplasto en forma de bastoncillo, esta es la forma replicativa en el huésped vertebrado Este
parasito s e divide por fision binaria longitudinal, es polimérficoy sedes criben 4 formas principales ens u

ciclo de vida, tripomastigote metaciclico, tripomastigote sanguineo, epimastigote y amastigote.



Fgura 2-. Morfologia de T. cruzi.
Cortesia: Dra. Paz Maria Salazar Schettino (Facultad de Medicina, UNAM)

T. cruzi presenta una estructura poblacional formada p or cepas o clones con caracteristicas biologicas
variables. El genoma de, es diploide con un tamafio de 106,4-110,7 Mb caracterizado a partirde la cepa
CL Brener, hibridode | y I, organizado en 28 ¢ romosomas diploides en c asitodas las cepas de T. cruzi,
codifica aproximadamente 12,000 genes, con gran numero de genes repetidos en tandem (13).
Actualmente T. cruzi se clasifica en seis unidades discretas de tipificacion clasificadas como Tc lal Tc VI

y un genotipo recientemente descrito, Tc bat, que infecta a murciélagos frugivoros (14, 15).



Clasificacion Anterior Nueva clasificacién
T. cruzi Ribodema I/l Linaje 1 | Zimodema 1 || DTU | Tc | DTU I
DTU Ib Tc I DTU Il
DTU Ic Tc Il DTU I
T. cruzi ll Ribodema | Linaje 2 Zimodema DTU la Tc IV DTU V
DTU Id Tc V DTUM
DTU Ie Tc VI DTUM

Tabla 1- Clasificaciones de T. cruzi. Zimodemos (16), DTU (14).

Respecto a | adistribucién geograficad elas unidades discretas det ipificacion de T. cruzi, Tc| se ha
encontrado desde Argentina hasta los Estados Unidos, mientras que Tc Il al VI se encuentran
distribuidas des de la Cuenca A mazénica has ta el s ur de Argentina; sin em bargo, es posible encontrar
regiones donde todas las unidades discretas de tipificacion estan presentes, como es el caso de
Colombia, endonde Tc | se hareportado de forma predominante y en una baja proporcioén, a Tc 1, Tc 111,

Tc IV y Te VI (17).

Genotipo Distribucion Asociacion con la manifestacion clinica
Tel Sur, Centro y Norte Asociado amanifestaciones cardiacas, pom fecuente en
Ameérica megaesdéfago ymegacolon

Transmision domestica,
Tcll Cono Sur, poco en Norte
América.

Asociado a manifestaciones cardiacas, megacolony
megaesofago.

Rara la infeccién en humanos. Se han descrito en agunos
casos agudosen A Anazonia de Brasil.

Descrito en nfecciones en \énezuela y el norte de
Sudameérica.

Fuertemente asociado a dclos domesticos y
Cono Sur, Chaco ysur de || particularmente en humanos. Presente en ardiépatas yen

Tcelll Sur América

TclV Norte y Sur de América

TeV - .
Brasil megaesdéfago ymegacolon. Frecuente en @sos
congénitos en elCono Sur.
Fuertemente asociado a dclos domesticos. Asociado en
TeVi Cono Sur, Chaco. pacientes cardidpatas. Ata prevalencia enperros en el

Gran Chaco.

Tabla 2- Caracteristicas de dasificacion de DTU’s para T.cruzi.



T.cruzi infecta 150 es pecies de 24 f amilias de ani males dom ésticos y silvestres (5). E| ciclo bioldgico del
parasito inwlucra el artrépodo transmisor (triatomino) y un gran numero de reservorios mamiferos
ademas del humano, (tlacuache, armadillo, ratén de campo, rata, perro, gato, bo vino, ar dilla, burro y
cerdo, entreot ros)( 18). El ciclo inicia cuando un triatomino ingiere sangre con tripomastigotes
sanguineos de un mamifero infectado, en la luz del intestino medio del insecto, se transforman en
epimastigotes e i nician | a reproduccion p or fisién binaria | ongitudinal; en un lapso d e ap roximadamente
15a30dias, se desarrolla la fase de tripomastigote metaciclico que es la forma infectante, la cual sale al
exterior junto con las deyecciones del triatomino. En el momento en que un triatomino infectado se
alimentad eunm amiferos ano,s ues tdmagos el lenaar eplecibny em ite dey ecciones c on
tripomastigotes metaciclicos, los cuales atraviesan la piel o las mucosas y pueden ser fagocitados por las
células del sistema fagocitico mononuclear transformandose en am astigotes; estos ultimos se multiplican
por fision binaria longitudinal para finalmente transformarse e n tripomastigotes sanguineos, los cuales al
lisar las células del huésped que han invadido, se liberan al torrente circulatorio, para infectar otras
células como m acréfagos, musculares o incluso neuronas para finalmente, en el momento en que un
triatomino se alimente del as angre del vertebrado con tripomastigotes s anguineos iniciara un nuevo
ciclo. Los amastigotes pue den p ersistir latentes d urante d écadas, s e resguardan en forma intracelulary
ocasionan lentamente dafio a los tejidos. Las células invadidas inician un reclutamiento y fusion
lisosomal dependiente de microtubulos en el sitio de unién ala membrana plasmatica de |a célula diana.
El ambiente acido en el sitio de fusion activa una proteina tipo porina que permite al tripomastigote
escapar de la vacuola fagocitica para desarrollar la fase de amastigote en el citoplasma e iniciar la
reproduccién para continuar con el ciclo e infectar otras células. La virulencia delos tripomastigotes,

depende de la capacidad para evadir la digestion en los fagolisosomas (19).

Fgura 3- Ciclo Bioldgico Natural de Trypanosoma cruzi



MECANISMOS DE TRANSMISION Y DE INFECCION

En el humano, la infeccion por T.cruzi es a dquirida por varios m ecanismos; el m as i mportante es el
natural, el cual se lleva a cabo p or medio d e un t riatomino infectado; esta forma d e transmision es muy
comun en areas rurales, donde las caracteristicas de |l a vivienda y el ecotopo, facilitan la colonizacion de
los insectos en el nicho doméstico. Enlas zonas urbanas, se presenta la segunda forma de t ransmision,
relacionada con la transfusion de sangre os us componentes y que se origina por la migracion de la
poblacién rural a las ciudades donde mas del 70% de la poblacion estd compuesta por inmigrantes
provenientes de zonas con alta prevalencia (20). Las tasas de infeccion en Bancos de Sangre de
algunas ciudades del Continente Americano se encuentran entre el 3% y el 53%, dependiendo del pais y
de lanormatividad en el mismo (2). La tercera via de transmision, es conocida como connatal o vertical y
se presenta tanto en zonas rurales como urbanas; esta via, involucra mujeres infectadas en edad
reproductiva, que infectan a sus productos durante |a gestacién, nacimiento o |l actancia y puede producir
desde aborto hasta di versas fetopatias. O tros m ecanismos de transmisiéon m enos frecuentes, sonlos
trasplantes de 6r ganos y tejidos, accidentes de | aboratorio y en | os ultimos afos, la transmision oral. La
transmision p or trasplantes de 6r ganos en hospitales se origina cuando un receptor no i nfectado recibe
algun 6rgano de un donador infectado; esta i nfeccién p uede exacerbarse de bido al ainmunos upresion
requerida p ara el trasplante. Los accidentes de | aboratorio s e han r eportado tanto en p aises endémicos
como no en démicos en personal involucrado c on estas acciones. La transmision oral, se produce por

ingerir alimentos c ontaminados con el parasito.

VECTORES

Es un artropodo hem atéfago qu e pe rtenece a | a clase Insecta, orden Hemiptera, familia Reduviidae y a
la s ubfamilia Triatominae (21). Su tamafio es variable, segun la es pecie, pero en pr omedio midende 1.5
a 3.5cm, sonde habitos principalmente nocturnos, aun que M. Pallidipennis puede e ncontrar en pleno
dia. En la Republica Mexicana han sido reportados 32 especies dentro de ocho géneros: Belminus,
Dipetalogaster, Eratyrus, Panstrongylus, Paratriatoma, Rhodnius, Meccus y Triatoma (esta ultima con 19
especies) am pliamente distribuidas en el pais (22). El transmisor es c onocido en M éxico con diversos
nombres comunes segun la regidon y destacan los siguientes: chinche besucona, chinche asesina,
turicata, chinche trompuda, chinche wladora, chupasangre, c hinche con pistola, talaje, pick, entre otros
(18).

Los triatominos s on hemimetabolos y su ciclo de \idai ncluye los es tadios de huevo, cinco ninfales y
adultos hembray macho; el tiempo que se requiere parallevar a c abo el ciclo de vida, es variable segun
la es pecie, humedad, temperatura y disponibilidad de alimento. E xisten factores que contribuyen a la

colonizacién, proliferacion y mantenimiento en la naturaleza de los triatominos relacionados con las



condiciones de construccién de las viviendas que crean micro habitats adecuados (viviendas con
hendiduras, grietas en pa redes y techos, muros de bar roy hojas de p almeras), asi como el apilamiento

de maderas piedras y tejas (23).

La transmision natural de T. cruzi selleva acaboentres ciclos; enel doméstico, el vector colonizala
vivienda humana en areas rurales y suburbanas; en el peridoméstico, se mantiene alrededor de la
vivienda humanay en el silvestre se presenta alejado de as entamientos hum anos, con participacion de
reservorios silvestres y ecotopos naturales (24) (25). En México, se realizd un estudio en el que se
documenta suimportancia c omo vectores y se sefala que existen dos es pecies i ntradomiciliadas que
son T. barberi y T. dimidiata; en este estudio, se determinaron los porcentajes de metaciclogenia
encontrandose en T. barberi 76.6% y T. dimidiata 26%, por lo c ual la es pecie que funge como mejor
transmisor es T. barberi por presentarm ayorp orcentaje det ripomastigotes m etaciclicos

(metacicliclogenia) y menor tiempo entre alimentacion y defecacion (18).

CUADRO CLINICO

Actualmente s e des criben 2 fases de la enfermedad, aguda y c ronica; esta ultima dependiendo de la
existencia de s intomas y signos caracteristicos s era crénica sintomatica o c rénica as intomatica (también
denominadai ndeterminada).Durante| a fase aguda,s oloel 5% p resentanl as m anifestaciones
relacionadas con el sitio de p enetracion d el parasito que son el signo de Romaria, (edema bi palpebral
unilateral con cambios de c oloraciony duraciénde 2a 3 semanas), el chagoma de i noculacién (lesién
nodular, t ambién c on cambios de c oloracién); am bas | esiones s e ac ompanan de a denitis y linfangitis
regional. En esta fase |l os sintomas y signos, ap arecen usualmente al 10°dia después de lainfeccion.
Las manifestaciones sistémicas son fiebre d e 3 8°C, h epato-esplenomegalia, ed ema, astenia, hiporexia,
cefalea, mialgias y artralgias. En menos del 1% pueden presentarse complicaciones como son carditis
aguda o meningoencefalitis lo cual lleva a la muerte principalmente en el primer afio de vida o en
ancianos. En la historia natural de la enfermedad, el 70% de los individuos infectados cursan
asintomaticos La fase crénica asintomatica se presenta después de 10 a 20 afios de la infeccion o
incluso puede abarcartoda la vida; esta c aracterizada po r la ausenciade sintomasy signos, solose
detecta por serologia y ocasionalmente por el aislamiento del parasito el cual debido a la baja
parasitemia es muy dificil de detectar; la importancia de esta fase, radica en que estos individuos,
significan un alto riesgo para la transmision en bancos de sangre. La fase crénica sintomatica se
presenta ap roximadamente en el 30% de los individuos infectados, con lesiones cardiacas, digestivas o
neurolégicas (26). Enla miocardiopatia chagasica, us ualmente se presenta insuficiencia c ardiaca c on
cardiomegalia. Las manifestaciones clinicas mas comunes son disnea progresiva, palpitaciones, algias y
edema de miembros inferiores con trastornos de conduccién, usualmente bloqueos del haz de His,
generalmente de rama derecha y arritmias; cuando s e presenta e n jovenes, el trazo el ectrocardiografico

mas frecuente es el bloqueo auriculoventricular lo que requiere en forma temprana instalaciéon de
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marcapasos. Se ha obs ervado qu e lainfeccion es mas frecuente en el sexofemenino p ero el des arrollo
de la enfermedad sintomatica lo es en el masculino. En los Ultimos afios s e ha det ectado |a fase crénica
sintomatica incipiente en menores de 18 afos, algunos de ellos con el antecedente de ha ber presentado
lafase aguda 2 afos antes; todos ellos con s erologia p ositivay cuyos s intomas m as frecuentes s on
palpitaciones, disnea d e g randes es fuerzos y algias precordiales con bloqueo incompleto de la rama
derecha d el haz de His (27). En el megaesofago, los sintomas son dol ory dificultad p ara degl utir. En el
megacolon s e pr esenta meteorismo y es trefiimiento, el c ual puede serde 3 semanas omasy puede

generar ulceracion de la mucosa con el riesgo de perforacion de la misma.

Fgura 4- Signo de Romania. Paciente del estado de San Luis Potosi
Cortesia: Dras. Salazar y Bucio.

Figura 5-Miocardiopatia chagasica con cardiomegalia. Paciente masculino de 47 afios de edad.
Cortesia: Dras. Salazar y Bucio.
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Figura 6 Megas digestivos en México
Izquierda: Megaesofago. Primer caso en México (paciente femenino de 26 afios).
Derecha: Megacolon. Primer caso en México (paciente masculino de 51afos).
(Cortesia: Dra. Paz Maria Salazar Schettino).

DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La determinacion d e formas parasitarias y de ant icuerpos anti-Trypanosoma cruzi forman los elementos
relevantes para el diagnéstico de laboratorio. El diagnéstico parasitologico se realiza durante la fase
aguda de la infeccion, la cual es de muy corta duracién, respecto a la fase cronica. Las pruebas
seroldgicas, tienen como finalidad la deteccion y confirmacion de individuos infectados o enfermos y son
Utiles, ademas, parala e valuacion d e medidas terapéuticas y el monitoreo de programas s anitarios. Se
realizan con base en dos criterios: cuando se requiere detectar facil y rapidamente un individuo i nfectado
(tamizaje o “screening”) y deben mostrar alta sensibilidad, au n cuando la especificidad seam enor; o
bien, cuando sea n ecesario confirmar casos, ya sea por presentar reactividad en p ruebas de t amizaje o
por existir antecedentes clinicos y/o epidemiolégicos compatibles con el padecimiento, a estas pruebas
se les denominan confirmatorias y deben mostrar sensibilidad y especificidad elevadas. Respecto al

diagnéstico seroldgico, la OPS/OMS recomienda lo siguiente:
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METODOS SEROLOGICOS Y MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
TRYPANOSOMA CRUZI
OBJETIVOS CONVENCIONALES NO CONVENCIONALES
Antigenos
ELISA IFI HAI Recombinados RCP
Demostracionserologica
(serecomiendan dos pruebas) X X X X
Deteccion enbancosdesangre X
(serecomiendaunaprueba)
Transmisiontransplacentariay perinatal X X X X
(serecomiendan dos pruebas)
Encuestas epidemiologicas X X
(serecomiendaunaprueba)
Seguimientodeltratamiento
(se recomiendan dos pruebas) X X X X

Tabla 3- Métodos para el diagnéstico de la infeccién por Trypanosoma cruzi (28).
HAI- Hemaglutinacion Indirecta, ELISA- Inmunoensayo enzimatico (‘Enzyme-Linked mmunosorbent Assay’), RCP-
Reaccion en cadena de la polimerasa.

Diagnostico de Gabinete

Los primeros estudios de gabinete empleados para el diagndstico, son los radiolégicos donde se pueden
detectar diversos grados de dilatacién cardiaca (cardiomegalia) o de cavidades con crecimiento Unico de
ventriculo izquierdo, de ambos ventriculos y congestién vascular pul monar; la experiencia al respecto,
sefala la existencia de casos de cardiopatias en donde se observan siluetas cardiacas dentro de limites
normales; por es tar azén,s iex istenl osr ecursos nec esarios, s er ecomiendael em pleodel a
Electrocardiografia (ECG) qu € en esta cardiopatia m uestra alteraciones s egun| afase evolutiva de la
enfermedad; enlaaguda, |os registros, generalmente son inespecificosy enlacronica puede mostrar
alteraciones del ritmo y bloqueos de rama incompletos o completos; estas alteraciones pueden sugerir el
diagnésticodel am iocardiopatiac hagasica;s inem bargo,s ed ebenc onsiderar| osd atos
epidemioldgicos, seroldgicos y clinicos. Enla ecocardiografia, se observa generalmente miocardiopatia
dilatada con an ormalidades en el movimientode laparedy en al gunos casos adel gazamiento o i ncluso

aneurisma apical (signo patognomonico).

CITOCINAS

La palabra citocina proviene del griego cito (célula) y kinein (movimiento), las citocinas son glicoproteinas
reguladoras de varios m ecanismos i nmunes que s e c aracterizan por ser de bajo peso moleculary ser
secretadas por varios tipos de células; en el sistema inmune son secretadas por linfocitos, porlo cual se
han denominado interleucinas (IL); sin embargo, algunas de ellas han sido detectadas en ensayos
funcionales in vitro, po rlo cual s udenominacién s e basa en la funcion bi olégica c omo es el ¢ aso del
factor de necrosis tumoral (TNF)y el factor transformador det ejidos (TGF); también se h an clasificado
segun s u estructura pr oteica o tipo de conformacidn es tructural alfa hélice o beta plegada. Existe un

subconjunto de citocinas con funcién efectora sobre la quimiotaxis y estimulacion de leucocitos llamadas
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quimiocinas; engene ral,| as c itocinas tienen variasf unciones, es pecialmentee nl os pr ocesos

inflamatorios, de transduccion de sefiales, quimotaxis celular y activacion de varias células (29).

Figura 7- Diferentes conformaciones estructurales de las citocinas.

Las citocinas s e sintetizan en el ap arato de Golgiy sutransporte al exteriord elacélula es variable;
pueden s er expulsadas porm edio de vesiculas del reticulo endoplasmatico para s er utilizadas c omo
mediadores solubles o bien, pueden permanecer unidas al a membrana (como |IL-1a o TNFa); pueden
ser procesadas en forma citosdlicay finalmente, pueden wolver al nucleo, do nde pueden actuar c omo
reguladores transcripcionales (como enel casode IL-33 quese uneal mensajerod e NF«f). El peso
molecular d e la mayoria d e las citocinas es bajo, ge neralmente menorde 30 kDa. Funcionalmente, las
citocinas pueden actuar de diversas formas, denominadas pleiotropicas (multiples efectos al actuar sobre
diferentes células), redundantes (varias citoquinas p ueden ejercer el mismo efecto)y sinérgicas (dos o
mas citoquinas producen un efecto que se potencia mutuamente). Los factores que inducen su expresion
son diversos, principalmente el contacto de un receptor tipo TLR con un PAMS o DAMS, contacto célula-
célula, presencia de anticuerpos, activacion del complemento, presencia de c omponentes de la m atriz

extracelulary presencia de ADN propio o microbiano, ent re otros (29).
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CITOCINA | kDa CELULA PRODUCTORA ACTIVIDAD
IL-1ra 17 Monocitos Inhibe la actividad de la IL-1 mediante la union a eceptor de
IL1R1.
Induce la liberaciéon de hstamina en mastocitos, adividad
IL-18 18 Fagocitos mononucleares, quimotactica sobre los granulocitos. hduce la expresion de
neutréfilos, células epiteliales || prostanglandinas; junto con la IL-6 induce la expresioén de
proteinas de &se aguda.
Crecimiento ydiferenciacion de @lulas T, B, NK, monocitos y
IL-2 20 Linfocitos T y en menor macréfagos. Produccionde IFN-Y e IL-4. Expansion de @lulas
cantidad células Bactivadas citotéxicas. Previene aubinmunidad y mantiene la homeostasis
del sistema inmune.
Linfocitos Th2, células Desarrollo de & sub-poblacion Th2 de manera auftcrina,
IL-4 20 . S . . g
cebadas antagoniza oon IFN-Y e inhibe reacciones inmunitarias.
M?crofagos, ibroblastos, . Induce la sintesis de poteinas de &se aguda, efectos sistémicos
IL-6 26 células endotliales ylinfocitos ; . - .
T de inflamacién, produccion yrespuesta de neutdfilos.
i . Inhibe la sintesis delFN-Y e IL-12 y expresion de noléculas -
IL-10 18 Macrqfagos adivados y estimuladoras ymoléculas CPH dase | enmacrofagos y células
linfocitos T. ”
dendriticas.
Fagocitos mononucleares Estimula la uncion atolitica de Infocitos, NK'y linfocitos CD8+.
IL-12 35 'g ”» ’ Proliferacion fpo Th1, maduracion de @lulas T, adivacion de
células dendrticas .
células B.
IL-15 15 Monocitos, ibroblastos, Activacion de celulas Tymantenimiento de egdas, maduracion de
células B, células dendriticas NK, activacion de fibroblastos ycambio de sotipo en @&lulas B.
Fagocitos mononucleares, . . - - .
TNF-a 26 linfocitos T, NK, células Estim ulla moléculas de'adhe.s]on y atraccion de neutrdfilos y
monocitos a Dnas de nfeccion.
cebadas.
Favorece la diferenciacion de Infocitos hada Th1. Refuerza la
funciéon microbicida de macrofagos, estimula la sintesis de
20- oxigeno y 6xido nitrico. Activa neutréfilos, pomueve la adividad
IFN-Y o5 NK, Th1 CD4+ y TCD8+ citolitica de linfocitos NK. Estimula la produccion de noléculas
CPH claselyll yde LMP-2 y LMP-7 del poteosoma. En linfocitos
B, favorece la produccion de §G y opsonizacién de
microorganismos.
Inhibe la proliferacién, diferenciacion yactivacion delinfocitos T,
Fibroblastos, monocitos, macréfagos, neutdfilos ycélulas endokliales. Estimula la sintesis
TGF-B8 25 ) : SRR -
células T,y plaquetas. de IgA. Estimula los procesos de d¢catrizacién yantagoniza oon la
respuesta Th1.
20- Estimula la produccion de qumiocinas, de dtocinas porlos
IL-17 30 Células TH17 fibroblastos, de MMP e induce elreclutamiento de neutdfilos al

sitio de hfeccion.

Tabla 4-Caracteristicas de algunas citocinas en la respuesta inmune.
kDa- Peso molecular en klodaltones. NK-células asesinas naurales, CPH-complejo mayor de histocompatibilidad.
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INMUNIDAD CONTRAT. CRUZI

En el proceso de reconocimiento parasito-célula huésped, los antigenos de T.cruzi son reconocidos por receptores

tipo “ toll” de | a c élula hu ésped ( TLR4, TLR2y TLR9), al gunos ant igenos c omo el gl icosilfosfatidilinositol

(GIPL),antigeno de 52 kDa (TC52), cruzipaina y trans-sialidasas, son reconocidos por receptores tipo TLR (TLR2,

TLR4 y TLR9) y activan el reclutamiento del adaptador MyD88, que a su vezrecluta TRAF6 que i nduce la

fosforilacion de las cascadas de MAPK, lo que inducen la translocacion de JNK y NF-kB al nucleo, que induce la

expresion de NF-a, IL-12, y las moléculas mestimuladoras (30-32).

Figura 8- Mecanismos de reconocimiento de T. cruzi en macrofagos (30).

Algunos autores han des crito PAMMS p rocedentes del parasito que inducen | a produccién de citocinas

como se muestra a continuacion:

ANTIGENO CITOCINA QUE INDUCE REFERENCIA
Glicosilfosfatidilinositol Sinergiza con IFN-Y, induce Ia’produccic’)n de 6xido nitrico en (99)
macréfagos
Antigeno Tcb52 Sinergiza con IFN-Y, induce IL-1,1L-12 e IL-10 (98)
Estimula macrofagos para secretar IL-10 y TGF-$, lo que favorece
Cruzipaina la reproduccién de T. cruz. Induce IL-4, IL-5 e IL-10 y genera bajos (101)
niveles de IFN-Y e IL-12.
Antigeno de membrana
de cinetoplastidos (KMP- Estimula en linfocitos CD8+ la produccion de IFN-Y (102)
11) K1
Antigeno binante Estimula la produccién de IL-1a, IL-6, IL-12, IFN-Y y TNF-a (103)
TcSSP4 ’ ’ ’
Trans-sialidasa IL-6 (100)
CRA Antigeno Estimula en los linfocitos T CD8+ la produccién de FN-Y y TNF-a. (104)
citoplasmico

Tabla 5- Antigenos de T.cruzi que inducen expresion de dtocina.
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INMUNOPATOGENIA DE LA CARDIOPATIA EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

El proceso i nmunopatogénico d e | a c ardiopatia chagasica es muy complejo; inicia c on el desarrollo de
diferentes mecanismos desencadenados por la multiplicacién i ntracelular del amastigote conlo quese
genera lisis de | as células miocardicas y la activacién d e la respuesta inmune especifica contra T. cruzi
con la consecuente liberacion d e componentes delac élulah uésped que genera como c onsecuencia
autoinmunidad con auto-anticuerpos y células T reactivas; estos auto-anticuerpos pueden generar
lesiones mediante la via del complemento y activacién de macréfagos (33). Los linfocitos T citotéxicos no
solo lisan las células infectadas, sino también contribuyen a | a des truccion d e las células ady acentes; al
respecto, ala fecha se han descrito anticuerpos con reactividad c ruzada con m ultiples es tructuras del
vertebrado; esta lesion tisular, generala produccion de TNF-a, con produccion d e 6xido n itrico, el cual
también s e produce localmente d e forma directa conlo que finalmente se generalalesién cardiaca por

estrés oxidativo (34).

Este proceso continda en la fase crénica a pes ar de la disminucién del a p arasitemia tisular, con la
formacion de pequefos focos inflamatorios con el consecuente dafio tisular para finalmente generar
fibrosis con el desarrollo de la miocardiopatia dilatada caracteristica, segin se muestra enla siguiente

figura:

I-Multiplicacion deT. cruzi IV-Generacién de Infocitos TCD8+ auto-reactivos
l-Autoanticuerpos V-Destruccion de @lulas adyacentes
lll-Activacién de macrofagos VI-Dafio cardiaco exenso porestrés oxdativo

Figura 9- Inmunopatogenia de la cardiopatia chagasica. (Modificado de 34)
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Otros i nvestigadores des criben4 m ecanismos i nvolucrados enel des arrollodel al esiéne nl a
cardiopatia. Trastornos del sistema nervioso auténomo, alteraciones microvasculares, alteraciones
producidas por |a p ropia presencia del parasitoy | esiones miocardicas mediadas por la respuesta del

sistema inmune (35)

CRECIMIENTO DE CAVIDADES

Figura 10- Mecanismos involucrados en las lesiones crénicas generadas por T.cruzi.

TRATAMIENTO ANTIPARASITARIO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

El tratamiento contra la infeccién por T. cruzi consiste en el empleo de dos farmacos, nifurtimox “Lampit”
(Bayer) y benznidazol “Radanil” (Roche). El nifurtimox (1972) y el benznidazol (1974) han sido aceptados
por casi todos los ministerios de salud de Latinoamérica, incluido México y se consideran antiparasitarios
especificos contra T. cruzi; estas drogas inicialmente fueron empleadas exclusivamente para la fase
aguda y en los ultimos af os, parala fase cronica de la infeccion-enfermedad en poblaciéninfantil y
joven. Las metas del tratamiento especifico contra la infeccién por T. cruzi son eliminar al parasito de | as
personas infectadas para disminuir la probabilidad de desarrollar patologia cardiaca o digestiva, cortar la

cadena de t ransmision de T. cruzi y disminuir la tasa de infeccion (20).

El mecanismo de ac cién del ni furtimox se basa en la c apacidad del farmaco areducirse en forma de
aniones superoxido, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo; estos radicales se unen a las
biomoléculas estructurales de T. cruzi y originan peroxidacion de lipidos y porlo tanto, alteraciones de la

membrana celular, degradacion de ADN y mutagénesis. T. cruzi, presenta bajos niveles de enzimas
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como la glutation-reductasa, con funcién d e reducir el pe réxido d e hidrogeno y radicales libres 1o cual 1o

hace wilnerable a dichos radicales (36).

La accion parasiticida del benznidazol, se debe a la produccion de metabolitos reducidos del grupo nitro,
los cuales se unen covalentemente a macromoléculas celulares (de igual forma que el nifurtimox),

incluyendo ADN, provocando unainterrupcion en la produccion de proteinas (36).

CITOCINAS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Enlafase aguda de la enfermedad de Chagas, se desarrolla una respuesta que involucra principalmente
la activacién de células fagociticas citotoxicas (CD8+) y NK. En esta fase se producen citocinas
proinflamatorias con el fin de r eclutar e i nducir la activaciéon de m onocitos al sitio de i nfeccion (37); este
proceso es importante para el control de | a replicacion del par asito mediante una r espuesta tipo Th1 (IL-
1, IFN-Y y TNF-a), donde las células fagociticas son activadas por interferén gama (IFN-Y), el cual activa
la sintetasa inducible de 6xido nitrico de macréfagos (iNOS) y la generacion de oxido nitrico (NO), con lo
que se estimula la lisis parasitaria intracelular (38), ademas de inducir en el higado la sintesis de

proteinas de fase aguda (39, 40.)

El mecanismo mas importante para un a respuesta eficaz al inicio de lainfeccién por T.cruzi es inducido
por IFN-Y (41), al inducir la produccion de o6xido nitrico en macréfagos para iniciar el control de la
parasitemia s anguinea durante la fase temprana del| a enfermedad ( 42); existen citocinas q ue induce
susceptibilidad a T. cruzi reduciendo la p roduccion de IFN-Y y o6xido nitrico en macréfagos durante la
fase temprana de | a infeccion como puede serlL-10 e I L-4; sin embargo, en | a fase crénica sintomatica,
en miocardio, estas citocinas son referidas para el control de citocinas pro-inflamatorias y su baja

expresion se asocia a susceptibilidad (43).

Es importante s efialar q ue d urante la fase aguda d e la enfermedad, la respuesta Th1 con la produccién
de citocinas como TNF-a e IFN-Y, que en un principio protege al huésped de la infeccidn, en etapas mas
avanzadas, se asocia con el dafo tisular en miocardio con una respuesta inflamatoria exacerbada; porlo
tanto, un a decuado control de estos mediadores p or m edio de citocinas anti-inflamatorias como IL-10y
TGF-B, atentan este dafo originado porla presencia de linfocitos T citotoxicos y macréfagos activados
(48, 49, 50, 51).

En fase crénica, la principal citocina implicada es el TGF-$, cuya funcion es importante en la regulacioén
de la formacion y degradacion de matriz extracelular, ademas de inducir la expresion de varios
componentes de m atriz ex tracelular (53), principalmente fibronectina, lamininay colageno; por otro lado,
se han des crito otras c itocinas quer egulanl af ibrosisenm iocardioq ues onc onsideradas

profibrogénicas, como s on el factor de nec rosis tumoral al fa (TNF-a), endotelina, factor de crecimiento
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derivadod e pl aquetas ( PDFG), f actor dec recimiento bas ico de

fibroblastos ( BFGF), pr oteina

quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), proteina inflamatoria de m acréfagos 1-alfa (MIP-1a), IL-1, IL-5,

IL-8 e IL-13.

En la siguiente tabla se resume la funcién de las citocinas segun la fase clinica.

FASE

CITOCINA CLINICA FUNCION
L Con ac tividad profibrogénica junto c on IL-6 se a sociaa disfuncion del
IL-1B8 Cronica ; . )
miocardio por apoptosis (35).
IFN-Y Aguda y | Activacion de fagocitos contra T. cruzi en fase aguda (47;48), en fase cronica
’ Cronica se asociala respuesta Th1 en la aonicidad de & enfermedad.
.. Relacionada con disfuncion del miocardio (35), y e stimula la produccion de
IL-6 Cronica
IFN-Y (44).
Aquda TGF-B Implicada en los procesos fibroticos como reguladora del proceso de
TGF-B e IL-10 crgc')nicay cicatrizaciéon y deposicién de m atriz e xtracelular (53), IL-10 anti-inflamatoria

reguladora del proceso inflamatorio crénico (52).

IL2el-15 | AQuday
Crénica

Limita la funcion de los linfocitos por medio de apoptosis (45, 46). Mantienen
las poblaciones de linfocitos T CD8+ por la induccion Bcl-2 y Bel-xL que son
inhibidores de & apopbsis celular (54).

Crénica y

IL-17 Aguda

En linfocitos TH17,son capaces de econocer aub-antigenos (56); o ben,es
producida Empranamente en &se aguda, puede nodular la respuesta Th1 y
controlar el proceso inflamatorio.

Tabla 6- Funcién de algunas citocinas segun la fase clinica de la infecciéon-enfermedad

Algunos investigadores han asociado la resistencia y susceptibilidad en la infeccién-enfermedad de (57)

Chagas con la expresion de algunas citocinas y receptores de quimiocinas que s e presentan en la

siguiente tabla:

PROTECCION SUSCEPTIBILIDAD

IL-2, IL-12, IFN-Y, TN F-q, IL-10 IL-1, IL-6, IL-15, IFN-Y, TNF-a. Encontradas engran cantidad en
Encontrados en mayor concentracion en ratdon y en pacientes cardiopatas.

ratén y en pacientes asintomaticos. IL-10, IL-4.En baja proporcion en padentes cardiopatas (105, 106).

IL-2. En ratdn se asocian bajos niveles a susceptibilidad (107).

TNF-a

amastigotes (61)

La estimulacion in vitro de macréfagos oon
IFN-Y, TN F-a, induce la disminucién de

TGF-B, IL-10
En cultivos de macrdéfagos, la estimulacion con altos niveles de
TGF-B e IL-10, inhibe la accion tipanocida dellFN-Y (51).

IL-17-A IL-17
En raton, en fase aguda ayuda al control En raton, su alta expresion se asocia a dedruccién del miocardio
del parsito. (79).
CCL3 yCCL5
En ratdén su alta expresién se asocia a dedruccién del miocardio
(108).
CCL3 CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 y CXCL10.
Esta involucrada enel reclutamiento de En raton su ala expresion es enmontrada en elinfiltrado inflamatorio
macréfagos durante la infeccion aguda. (109, 110).

Tabla 7- Principales citocinas y receptores de quimiocinas reportados como inductores de susceptibilidad y
proteccién en & infeccién porT. cruzi.
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http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-2
http://en.wikipedia.org/wiki/Bcl-xL

En el siguiente esquema se muestran algunas de hs dtocinas involucradas en & enfermedad de Chagas en &s
fases agudas y adnica sintomatica.

Figura 11- Principales citocinas presentes durante las fases aguday cronica en la enfermedad de Chagas
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JUSTIFICACION

En la historia natural de | a enfermedad, el 70% de | os casos de | os individuos qu e s e infectan tiene una
evolucion favorable, con resolucion no solo de la infeccidn, sino también del proceso inflamatorio; el 30%
restante evoluciona ala fase crénica sintomatica, del os cuales el 27% presentaran m anifestaciones
cardiacas (la mayoria relacionadas con la fibrosis caracteristica que se presenta especialmente en
miocardio) y el 3 % restante con | esiones en ot ros 6rganos, principalmente colon, es6fagoo S NC (26).
La persistencia del par asito auna do a un a respuesta inmune inflamatoria pe rsistente induce las I esiones
caracteristicas de la enfermedad en fase crdnica; sin embargo, los mecanismos inmunolégicos que
intervienen en el desarrollo d e esta fase aun c ontinlan esclarecerse (35); por estarazon, serequieren
estudios en los cuales se analice esta respuestainmune, especificamente con las citocinas involucradas

en es tos procesos (58) y su relacién con las fases de la enfermedad de Chagas.

La informacién qu e existe en |la patogénesis de | a enfermedad de C hagas en r elacion a | os mecanismos
inmunes, se ha s ustentado en es tudios realizados principalmente en m odelos ex perimentales como son
raton o c ultivos c elulares donde se sugiere quelas citocinas son c omponentes integrales del s istema
intercelular nec esario p ara modulary controlarla enfermedad (59,60); sin embargo, el perfil de c itocinas
que s e presenta durante la infeccién humana con T. cruzi, es poc o conocido (58, 61); la mayoria de
estos estudios han sido realizados principalmente en Sudamérica, donde se han estudiado generalmente
adultos con patologias crénicas seweras, al respecto, es bien s abido qu e el comportamiento d el par asito
variasegun el pais or egion de origen (14) (porlo cual, se requieren estudios con po blacion mexicana,
como es el presente, en el cual se incluyen individuos menores de 18 afios, asintomaticos y sintomaticos
con patologias incipientes y severas ya que la cardiopatia en esta enfermedad, ha sido descrita

principalmente en adultos por lo que se carece de informacidon en menores de edad.

La respuesta Th1 qu e es inducida po r c itocinas es pecificas, principalmente po r IFN-Y, es considerada
como protectora durante la fase agu da; esta respuesta continuay carente de r egulacion, contribuye al a
cronicidad d e las m anifestaciones cardiacas (51). E xisten otras citocinas involucradas enla progresion
del da fio tisular haciala fase crdnica s intomatica, donde es de suma importancia la r egulacién d e los
procesos fibréticos; al respecto, citocinas como el TGF-B (implicada en la deposicién de la matriz
extracelular y procesos fibréticos) junto con TNF-a, MIP-1qa, IL-1,IL-8 e | L-13, (62), actian en m iocardio
donde la fibrosis, c linicamente, s e refleja c on motilidad anormal delas cavidades con deterioro de la
funcién cardiaca global. En la respuesta anti-inflamatoria, laIL-10 regula la respuesta tipo TH1y finaliza
los procesos inflamatorios de | a fase agu da; sin embargo, cuando su ex presidon es muy temprana pue de
inducir aumento en la parasitemia durante |a fase aguda. También se ha demostrado que durante la fase
cronica, el par asito pue de incrementar la expresiéonde | L-10y TGF-B en macréfagos, o cual condiciona
unincremento enlareplicacion de T.cruzi (63, 64); respectoalallL-4, se ha observado que puede ser

inducida por el parasitoy desencadenar funciones inmunosupresoras inhibiendo la accién microbicida
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del IFN-Y, también en m acréfagos, por lo cual, se sefialalaimportancia de estudiarlas citocinas anti-

inflamatorias que intervienen en la progresion de la fase cronica (65).

Actualmente ex isten dos farmacos con efectividad relativa durante la fase ag uda, el Benznidazol, y el
Nifurtimox (66, 67). A pesar de la menor efectividad observada en fase crénica varios analisis han
sugerido que el tratamiento durante esta fase evita la progresién de la enfermedad aun cuando el
parasito no s ea eliminado del todo (68, 69). Uno de | os principales factores qu e influye e n la eliminacion
del parasito, es la accion cooperativa entre los efectos del farmaco y la respuesta inmunoldégica del
huésped (70, 71); al respecto, poco se sabe acerca de | os cambios en | a respuesta inmune des pués del
tratamiento, es pecificamente dur ante las fases cronica asintomaticay sintomatica de | a enfermedad, por
lo que se requieren estudios adicionales para comprender el impacto del tratamiento en el sistema
inmunolégico de estos pacientes (61), por esta razdn, en el presente trabajo también se analiza la

respuesta de | as citocinas en los pacientes después de haber sido tratados.
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HIPOTESIS
La capacidad de | os pacientes para enfrentar la infeccion por T. cruzi, depende del equilibrio entre | a

respuesta inmune inflamatoria y anti-inflamatoria.

OBJETIVOS

1. Determinar el perfil de las citocinas pro-inflamatorias IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-17,
quimiocinas IL-8, MIP-1a y anti-inflamatorias IL1-RA, IL-4,IL-10 , IL-13 y TGF-B en individuos

mexicanos infectados con T. cruzi.

2. Analizar si existen diferencias entre los niveles de citocinas en individuos infectados con T.cruzi

en diferentes fases de la enfermedad y su evolucién clinica.

3. Analizar si existen diferencias en el perfil de citocinas en los pacientes tratados y no tratados.
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METODOLOGIA

GRUPOS DE ESTUDIO

La c onformacion de la muestra fue a partird e un grupo de i ndividuos seropositivos a la infeccién por
T.cruzi. Eltamafo d e la muestra fue de 33 pacientes mexicanos en diferentes fases de | a infeccion-

enfermedad originarios de los estados de Querétaro, San Luis Potosiy Veracruz.

La caracterizacion del p erfil clinico-cardioldgico de | os individuos cursando las fases crénica sintomatica
y cronica as intomatica, s e realizé por medio de un estudio c linico-epidemioldgico, el c ual c onsistié en
una historia clinica ad-hoc y tamizaje s eroldgico, posteriormente la confirmacion serolégica mediante
ELISA, IFly WB (este ultimo en caso de sernecesario en los casos con valores dudosos o discordantes)
y f inalmente, s el er ealizbac adapac ienteel es tudioc ardiolégicoquec onsistioenes tudio
electrocardiografico (ECG) y estudio ecocardiografico (ECO), los cuales se realizaron en |os servicios de

cardiologia pediatrica y Ecocardiografia en el Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”.

Criterios de seleccion para la poblacién de estudio

Inclusién:

. Ser de nacionalidad mexicana, seropositivo a la infeccion por Trypanosoma cruzi.

. Aceptar participar en el estudio de investigacion mediante firma de la carta de consentimiento
informado.

Exclusién:

. Presentar ot ras patologias cardiovasculares

. Presentar alteraciones c ongénitas c on afectacion c ardiovascular

Eliminacion:

. No concluir el estudio serolégico o clinico-cardiolégico

. Muestra insuficiente o contaminada

. Embarazo.

Los grupos de es tudio, s e caracterizaron clinicamente mediante | os criterios propuestos por Kuschnir en

1985, con modificaciones y lainclusidn de un tercer grupo, segun se muestra a continuacion:
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Grupo 1. Crénicos Asintomaticos

Seropositivos a T. cruzi sin alteraciones en el trazo electrocardiografico, con estudio de ec ocardiograma

normal o c on lesiones incipientes consideradas normales.

Grupo 2. Crénicos Sintométicos Incipientes

Seropositivos a T. cruzi con BIRDHH o ¢ on hipertrofia de s epto interventricular o de par ed pos terior, con

estudio de ecocardiograma con lesiones incipientes.

Grupo 3. Crénicos Sintomaticos con lesiones francas

Seropositivos a T. cruzi con BIRDHH, BRDHH y/o con otras alteraciones, con estudio de ecocardiograma

que muestra |l esiones francas.

ESTUDIO ECOCARDIOGRAFICO

El tipo de | esidon cardiaca que presenta unindividuo con enfermedad de C hagas, s e pue de an alizar p or
medio d e es tudio ec ocardiografico el cual pue de s er bi dimensional o t ridimensional y per mite mostrar el
engrosamiento d el s epto interventricular, de | a p ared p osterior, disminucién de | a fracciéon de expulsion,
dilatacion d e cavidades, principalmente d e ventriculo izquierdo, hipertensiéon pulmonary alteraciones en

la movilidad.

ELISA INDIRECTA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-T. cruzi

Para la deteccion de anticuerpos 1gG anti-T.cruzi, se realizé la técnica de ELISA Indirecta (72) en
microplacas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Corning Life Sciences Corp. MA. USA.), fijadas
con 8 ug/mL de un extracto antigénico de T. cruzi; se incubaron durante la noche a 4° C; pos teriormente
se bloquearon durante una h con PBS leche semidescremada al 5% (200 pyL por pozo) atemperatura
ambiente (T.A.); las placas fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween 20 al 20%. Posteriormente se
incubaron 100 pL de sueros controles positivo alto, positivo bajo, negativo y sueros problema en dilucion
1:100 durante 30 min a 37°C; s e realizaron 3 lavadosy se incub6 con 100 pL del conjugado anti IgG
humano-peroxidasa ( HRP-goat ant ihu man IgG, invitrogen, ¢ at. 6 2-8420)e n dilucion 1: 20,000
(previamente titulado) durante 30 mina 3 7°C, se realizaron 51 avados y la reacciéons e revel6 con el
sustratoy el cromdgeno (peréxido de hi drégeno en solucién tampon de fosfato citrato pH5, OPD), la
reaccion se detuvo a los 30 min con 100 uL por pozo de acido sulfurico 1N. La lectura de la D.O. se
realizd en es pectrofotdmetro de m icroplacas a 490 nm (ELISA Microplate Reader, modelo 550, Bio-Rad)
(ANEXO 3).
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Las eparacionp orp esom olecular del os ¢ omponentes del extracto ant igénicos er ealizép or
electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida en condiciones reductoras con gel concentrador al
5% y gel separador al 12.5% con dodecil-sulfato de sodio (SDS)al 10% (LaemmlLi, 1970), en un equipo de
electroforesis (Mini Protean 11I®, Cell-Bio-Rad) a una diferencia de potencial constante de 150 Volts
durante ap roximadamente 60 min, con una fuente de poder Bio-Rad Modelo 200/2.0. S e us 6 am ortiguador
de corrimiento constituido o por 0.025 M Trizma-base (Tris hidroximetilaminometano), 0.192 M glicina y
dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 0.1%, pH 8.3. Para realizar la corrida electroforética, el volumen de
muestra s e aj usté para contener ap roximadamente 3 0 ug de pr oteina por carril en un am ortiguador de
muestra comercial (Bio-Rad No. cat 161-0737). Se emplearon marcadores de peso molecular comerciales
conrango entre 15y 250 k Da (Bio-Rad). Un gel fue tefiido con azul de C oomassie R-250 (Sigma) y otro

con las mismas caracteristicas fue utilizado para la electroinmunotrasferencia (ANEXO 1)

ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA (Western-blot)

Los ensayos de Western Blot se realizaron después del corrimiento electroforético, se realizé la
transferencia a m embranas de ni trocelulosa con poro de 0. 45 ym en un ap arato Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer (Bio-Rad®) a una diferencia de potencial constante de 15 wlts durante 30 min. Una vez
concluida la transferencia, la nitrocelulosa fue bloqueada con PBS/Tween 20 0.3%/leche 5% durante 2 h
a temperatura am biente en a gitacién ligera. Se realizaron 3 lavados y se incubaron los sueros t estigo
reactivos a T. cruzi yno reactivos en dilucién 1:200 a 4°C en agitacién ligera durante la noche. Se
realizaron tres lavados y posteriormente se incubaron con el conjugado anti IgG humana unido a
peroxidasa (HRP-goat anti human IgG, invitrogen, cat. 62-8420) en dilucién 1:20 000, durante 2 h (T.A.).
Serealizaron 5l avados y sereweld | areaccién con 3,3 Diaminobenzidina (DAB, Bio-rad, Cat. No. 17 0-
6535) en oscuridad durante 1 5min. La reacciéns e frené con ag ua destilada, las membranas fueron

secadas y guardadas atemperatura ambiente (73) (ANEXO 2).
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCINAS EN SUERO POR BIOPLEX

El perfil de citocinas se determind mediante la cuantificacion de las mismas con el KIT Multiplex
Suspension Array System Bio Rad®, el cual es un inmunoensayo basado en los fundamentos de la
ELISA en “sandwich” con el empleo de anticuerpos monoclonales unidos en forma covalente a
microesferas, las cuales se unen a las citocinas diana que estén presentes en la muestra; en este
sistema, el segundo a nticuerpo esta conjugado a u na molécula fluorescente, esta fluorencia es medida
por medio de un citdmetro y procesada por un software que analiza la presencia de citocinas y calcula su
concentracion (Bio-Rad Manager S oftware). S e utilizé una m icroplaca de 96 p ozos y se colocaron 50 pL
del pool de microesferas o c octel de per las (multiplex bead w orking s olution Bio-Rad ® ) con anticuerpos
monoclonales especificos contra los analitos de interés. Se agregaron 50 L de los estandares y de las
muestras de suero glicerinado en dilucién 1:16 (como lo menciona el manual del kit); seincubd 1ha
temperatura ambiente c on agitacion constante (300 rpm). La deteccion de analitos se realizé con una
mezcla de anticuerpos policlonales solucion 10x de anticuerpo de deteccién 25 yL y se incubd 1 h. En
seguida se adiciond 1x de estreptavidina -PE y 50 uL del buffer de ensayo Bio-Rad® y nue vamente se
incub6 durante 30 min. Por ultimo, las microesferas se suspendieron en 125 uL de buffer de ensayo por
aspiracién, con solucion amortiguadora de lavado. La lectura de la placa se realizé en plataforma
Luminex (estacién Bio-Plex Multiplex 200 s istem), e n do nde | as esferas se aspiran para h acerlas p asar
por un canal en donde cada una es incidida por dos diferentes laser, el primero, en rojo, excita la esferay
detecta el cédigo delamisma, para discriminar entre una moléculay otra; el segundo, verde, excita el
marcaje fluorescentey de es ta forma, cuantifica la s efial emitida por cada una de | as esferas. E| equipo
cuenta con un software de analisis (software version 6.0) que permite la utilizacion de métodos de

regresion que dan c omo resultado la concentracién en pg/ mL (ANEXOS 5y 6).
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ANALISIS ESTADISTICO

La asociacion de la diferencia en los niveles de citocinas se comparé con muestras de controles sanos.
Se sometieron a analisis estadistico con la prueba de U-Mann Whitney y Kruskal-Wallis para evaluar
diferencias en las concentraciones de c itocinas; se consideré significancia de P < 0.05, se excluyeron los
valores calculados como valor atipico conocido como “outlier”. Todos los andlisis se hicieron con el

programa Prism (Graph-Pad).

U-Mann Whitney se utilizé al considerar las siguientes caracteristicas:

e Compararl as di ferencias dec oncentracionent re c itocinas (considerandoq uel as
mediciones de | os grupos son independientes y las variables son continuas).

e Bajolahipdtesis nula, las distribuciones de partida de ambas distribuciones es la misma.

e Bajola hipédtesis alternativa, los valores de las muestras son diferentes.

e p=s0.05.
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RESULTADOS

POBLACION ESTUDIADA
La poblacion estudiada pertenece a los estados de San Luis Potosi (13 individuos), Veracruz (2
individuos) y Querétaro (7 individuos). El diagndstico seroldgico se confirmé al mostrar reactividad en dos
pruebas s eroldégicas. En aqu ellos casos en q ue se confirméla administraciony fecha del t ratamiento
antiparasitario especifico, se realizd6 seguimiento seroldgico, posterior al mismo. El analisis de la

poblacion s e dividié en tres grupos segun | os resultados de | os estudios del ECG y ECO.
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Grupo 1

El Grupo 1, estuvo compuesto por 13 individuos seropositivos, con trazo ECG normal antes del
tratamiento y con alteraciones en el E CO consideradas normales y que no a fectan la funcion global del
corazon. La distribucion por sexo fue de 9 femeninos y 4 masculinos; respecto ala edad, 3 fueronde 7, 8

y9afios deed ady el restoentre 12y 15 afios . Todos presentaban ECG con trazos normales des pués

del tratamiento; sin embargo, 4 mostraron bradicardia sinusal como se muestra en | a tabla 8.

50, ECSA ECG PRETX
oo | sexo |epa] FE e TR | traTAMIENTO | ECOCARDIOGRAMA
Sig NO CESIONES
L\gs Fo|| 17 [ POSITVO | TRAZONORMAL || \heNTIFICADO INCIPIENTES
SCP TRAZO NORWVAL
e F | s [Posmvo s BENZNIDAZOL NORMAL
TRAZO NORWAL
SLP M | 16 [Posimvo| BRADICARDIA || BENZNIDAZOL NORMAL
921 SINUSAL
TRAZO NORWAL
SLP F | 18 [Posimvo| BRADICARDIA | BENZNIDAZOL NORMAL
ls54 SINUSAL
[;(';f F | 17 [rosmvo| TrRAZO NORMAL PENDIENTE NORMAL
RO TRAZO NORWVAL
- F | 18 [Posmvo | TRA20 NORMeL | NIFURTIMOX NORMAL
TRAZO NORWAL
SLP M | 14 [Posimvo| BRADICARDIA || BENZNIDAZOL nxlfgsplgr\\ﬁgs
876 SINUSAL
QRO TRAZO NORMAL
o F | o |Posvo| TRAZ0 NORMAL | BENZNIDAZOL NORMAL
[StP M | 17 [Posmivo| TRAZO NORMAL NO NORMAL
470 IDENTIFICADO
TRAZO NORWAT
SLP F | 12 [|Posimvo| BRADICARDIA | BENZNIDAZOL NORMAL
79 SINUSAL
SIP TRAZO NORWVAL TESIONES
85 Fool 17 |POSITVOI trazo NORMAL || BENZNIDAZOL INCIPIENTES
QRO TRAZO NORMAL
a M | 7 [POSITVO| {RAZo NORMAL | BENZNIDAZOL NORMAL
0P TRAZO NORWAL
el F | 6 [Postvo| TRAZONORWE | BENZNIDAZOL NORMAL

Tabla 8. Caracteristicas del Grupo 1
NO IDENTIFHCADO- Tratamiento sin la certeza de haber sido administrado. PRE-TX.: Trazo obtenido antes del
tratamiento. POST-TX: Trazo obtenido después del fratamiento.
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Grupo 2

El Grupo 2 se constituyd p or 9 individuos c on serologia positiva, que p resentaron ECG c on bloqueo

incompleto de rama derecha del haz de His (BIRDHH) o bien alteraciones en el E CO sugestivas de dafio

incipiente al miocardio como hipertrofia del septo interventricular o de pa red posterior; a este grupo se le

realizé6 seguimiento seroldgico y electrocardiografico antes y después del tratamiento especifico. La

distribucion por sexo fue de 3 pacientes femeninos y 6 masculinos, | as edades c omprendidas en este

gruposon deuncasode9 afosy el restode 12 a 18 a fios. Todos los pacientes des pués de r ecibir el

tratamiento continuaron con BIRDHH. En el caso del paciente SLP-138, se observa que aun cuando el

trazo del ECG fue normal, el ECO mostro alteraciones.

EDO. ELISA ECG PRE-TX.

FOLIO SEXO |[EDAD = ECG POST-TX. TRATAMIENTO ECOCARDIOGRAMA
BIRDHH

§|68P F 15 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL
BIRDHH

Sldf F 14 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL
BIRDHH

SLP M 12 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL [ILESIONES INCIPIENTES

150

NO

1SI?;§ F 12 || POSITIVO TRAZO NORMAL IDENTIFICADO LESIONES FRANCAS

QRO BIRDHH

40 M 9 | POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL

SLP BIRDHH

1225 M 12 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL |[LESIONES INCIPIENTES

SLP BIRDHH

018 M 13 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL |[LESIONES INCIPIENTES

SLP BIRDHH

706 M 18 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL |[LESIONES INCIPIENTES

SLP BIRDHH

51 M 15 || POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL

Tabla 9. Caracteristicas del Grupo 2
NO IDENTIFICADO- Tratamiento sin la certeza de haber sido administrado. PRE-TX.- Trazo obtenido antes del
tratamiento. POST-TX- Trazo obtenido después del ratamiento.
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Grupo 3

El Grupo 3 estuwo integrado por 11 individuos menores de 18 afios; el ECG con bloqueo completo de
rama derecha del haz de His (BRDHH) o bloqueo incompleto de rama derecha del haz de His (BIRDHH)
con crecimiento de ventriculo izquierdo o BIRDHH con bradicardia sinusal o fraccion de expulsiéon de
ventriculo izquierdo disminuida (FE). La distribucidn por s exo fue de 4 individuos del sexo femenino y 7
del masculino, las edades comprendidas en este grupo fueron de un individuo de 6 afos y el resto entre
12y 18 afos; Ilama la atencién el individuo VER CP-16 que a pesar de mostrar E CG con trazo normal,

en el ECO mostro lesiones francas ademas de hi pertension pulmonar.

EDO. ELISA ECG PRE-TX.
FOLIO SEXO | [EDAD IF ECG POST-Tx. TRATAMIENTO ECOCARDIOGRAMA

BIRDHH, CRECIMIENTO LESIONES FRANCAS

VER Iy 18 || posmivo || DE VENTRICULO NIFLR TIMOX HIPERTENSION
CP-9 IZQUIERDO BENZNIDAZOL | o VioNAR FEBAUA
POST-Tx. Ml SMO T RAZQ
TESIONES INCIPIENTES |
SLP BIRDHH
F 13 || PosITIVO BENZNIDAZOL | CON HIPERTENSION
154 BRADICARDIA SINUSAL U MONAL
SLP BIRDHH
S | M 15 | POSITVO | 5o oA aINUSAL|  BENZNIDAZOL | LESIONES FRANCAS
SLP BIRDHH LESIONES INCIPIENTES
a2 | M 16 || POSITVO |l sp apicARDIA SINUSAL|  BENZNIDAZOL FE-BAJA
Ia'-:; M 14 || PosITIVO BRDHH NO IDENTIFICADO NORMAL
[ESIONES FRANCAS CON|
VER TRAZO NORMAL HIPERTOFIA E
cp-1| M 17 | POSITIVO TRAZO NORMAL NIFURTIMOX HIPERTENSION
PULMONAR
QRO BIRDHH
s | M 13 | POSITNVO || o Ra AL BENZNIDAZOL | LESIONES INCIPIENTES
BIRDAT SUGERE
3’;? M 15 | posITIvO CRECIMIENTO BENZNIDAZOL LES'OﬁE%ET:NCAS
AURICULA DERECHO
SLP LESIONES FRANCAS
=l F 12 || PosITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL A
op TESIONES FRANCAS
oo F 16 || POSITIVO || BIRDHH, BRADICARDIA| NO IDENTIFICADO HIPERTENSION
PULMONAR
SLP BIRDHH PARED POSTERIOR
el F 6 | Posmivo nao BENZNIDAZOL EROSADA.

Tabla 10. Caracteristicas del Grupo 3 NO IDENTIFICADO- Tratamientosin la certeza de haber sido administrado.
PRE-TX.- Trazo obtenido ants del ratamiento. POST-TX- Trazo obtenido después del ratamiento. FE- Fraccion de
expulsién de wentriculo izquierdo menor al 55%.
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DISTRIBUCCION POR SEXO DE LOS GRUPOS

En la distribucion por s exo de los casos, se observa incremento del sexo masculino en los individuos con
manifestaciones severas y crénicas.

Distribucidn por sexo Grupo 1 Distribucion por sexo Grupo 2 Distrbucidn porsexo Grupo 3

RS T
o TR RS T L L

Figura 12- Porcentaje de la distribucion por sexo de los casos.

ELECTROINMUNOTRANSFERENCIADE LOS CASOS ESTUDIADOS PARALA
IDENTIFICACION DE PROTEINAS INMUNODOMINANTES.

Enlafigura 13 se observan los componentes inmudominantes en algunos de los individuos de los grupos
estudiados (1, 2y 3). Se observan 2 c omponentes con relevancia, uno de 4 5 kDa que se encuentra en
todos los casos que presentan alteraciones en el ECGYy el otro, de 38 k Da, altamente especifico para

determinar la infeccién por T. cruzi.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Figura-13-Componentes inmunodominantes de los pacientes.
SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras. Sueros en dilucion 1:200. Revelado con 3,3’ Diaminobenzidina
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CONCENTRACIONES DE CITOCINAS EN INDIVIDUOS INFECTADOS CON T. cruzi
EnlaFigura14 se obs erva que la concentracion d e las citocinas pro-inflamatorias IL-1B (a1), IFN-Y (a2), TNF-a (a3), IL-6(a4), IL-8(a5), IL-2 (a7), IL.-17(a9), IL-
15(a8) y las quimiocinas IL-8 (a5), MIP-1a (a6), en los pacientes infectados de los 3 grupos y de los controles seronegativos, donde se observa que los pacientes
infectados muestran concentraciones de incrementadas de estas citocinas en comparacion con los sanos en quienes se aprecian lecturas muy bajas o cercanas

al cero. Serealizd la prueba estadistica de U-Mann Whitney donde se aprecia u na diferencia es tadistica entre m edianas p < 0.001 enrelacién con c ontroles

sanos.
IFN-Y

Figura 14- Graficas al)IL-1B, a2)IFN-Y, a3)TNF- a, a4)IL-6, a5)IL-8,a6) MIP-1a, a7)IL-2, a8) IL-15, a9) IL-17. Infectados con T.cruzi-(m)-. Controles
sanos - (e).Lineas horizontales — Valores de la mediana. Los valores de p son mostrados en la figuras.U-Mann Whitney p <0.05 . Se observa la mayor
concentracion en los individuos infectados con T.cruzi
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En la Figura 15 se observa la distribucion de la concentracién de citocinas en los sueros de los pacientes infectados con
T cruzi delos grupos 1, 2 y 3 en comparaciéon con los controles s eronegativos a la infeccion en q uienes se aprecian
lecturas muy bajas o cercanas al cero. Serealizé el analisis de U-Mann Whitney don de s e c ompararon las medianas
encontrando una diferencia significativa <0.001 de | as concentraciones de | as citocinas anti-inflamatorias IL1RA, IL-13,
TGF-B, IL-4, e IL-10 donde se observa un patrén incrementado de | as mismas en | os individuos infectados con T. cruzi

respecto alos controles no infectados.

Fgura 15- Graficas b1)IL1RAb2)IL-13,b3I)TGF-B, b4)IL-4, b5)IL-10. Infectados con T.cruzi-(m)-. Controles sanos - (e).
Lineas horizontales - Valores de la mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras.U-Mann Whitney p <0.05 . Se
observa la mayor concentracion en los individuos infectados con T.cruzi
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COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE CITOCINAS ENTRE GRUPOS

En la caracterizacion clinica d e los grupos en as intomaticos (Grupo1), con lesiones incipientes (Grupo 2) y con lesiones
francas ( Grupo 3), se pueden apreciar niveles el evados en las citocinas pro-inflamatorias en el G rupo 3. El a ndlisis

estadistico de U-Mann W hitney muestra diferencia estadistica en las m edianas de las c oncentraciones en IFN-Y (c1),

TNF-a (c2), IL-18 (c3), e IL-6(c4).

IFN-Y

Fgura 16- Graficas: c1) IFN-Y, c2)TNF-a,c3) IL-1B, c4) IL-6 Gontrol Negativo- (e). Grupo 1 (sin alteraciones) - (m).
Grupo 2 (con BIRDHH) - (A). Grupo 3 (con BRDHH o BIRDHH con ofras alteraciones) -(V).Lineas horizontales -Mediana.
Los \alores dep son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney p <0.05. Observandose mayor concentracion en la concentracion de las
citocinas pro-inflamatorias en el grupo 3.
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Adicionalmente, se observo un incremento de | a concentracion de IL-2 (d1) con diferencia estadistica, particularmente en
el Grupo 3. No se obs ervaron diferencias significativas en los niveles de | L-8, IL-17, IL-15y MIP-1a entre los diferentes

grupos de pac ientes.

Figura 17 Graficas: d1) IFN-Y, d2)TNF-a, d3)IL-13, d4) IL-6 d5) MIP-1a . Control Negativo- (e). Grupo 1 (sin alteraciones) - (m).
Grupo 2 (con BIRDHH) - (A). Grupo 3 (con BRDHH o BIRDHH con otras alteraciones) -(V).Lineas horizontales - Mediana.
Los valores de P son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney - P<0.05.
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En la caracterizacion clinica d e los grupos en as intomaticos (Grupo1), con lesiones incipientes (Grupo 2) y con lesiones
francas (Grupo 3), se puede apreciar que las citocinas anti-inflamatorias, es pecialmente en el Grupo 3 presentan un
incremento e n la concentracion de las mismas, excepto T GF-3 el cual muestra una concentracién similar e ntre g rupos;
por otro lado, se destaca que mediante el analisis de U-Mann Whitney se encontro diferencia estadistica en las medianas

de las concentraciones de IL-10 (e2) entre los pacientes de los grupos 2y 3.

Fgura 18-CGraficas: el) IL-4, e2)IL-10, e3)TGF-3, e4) IL-13 e 5) IL-1RA Control Negativo- (e). Grupo 1 (sin alteraciones) -
(m). Grupo 2 (con BIRDHH) - (A). Grupo 3 (con BRDHH o BIRDHH con ofras alteraciones) -( ¥ ).Lineas horizontales -
Mediana. Los \alores dep son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney p <0.05. Observandose mayor concentracion en las
citocinas IL-10, L1RA en el grupo 3.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO EN ESPECIFICO ANTI-PARASITARIO EN LAS CONCENTRACIONES DE
CITOCINAS

Adicionalmente, s e c ompararon | os ni veles de citocinas, quimiocinas y factores de c recimiento en muestras obt enidas
antes y después de |la terapia antiparasitaria especifica, de los 3 grupos estudiados; al respecto, se encontré disminucion
enla concentracién d e las citocinas IFN-Y, TNF-a, e IL-15 ¢ on U-Mann W hitney diferencia es tadistica entre medianas

del grupo de pac ientes tratados respecto a los no tratados.

IFN-Y

Fgura 19- Graficas: f1) IFN-Y, f2) TNF-a, f3) IL-13, f4) IL6.Control Negativo- (e).Pre Tx- Antes del ratamiento (m) Tx-
después del ratamiento (A ).Lineas horizontales -Mediana.Los \alores dep son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney
p <0.05. Observandose una disminucién de la contracion de las citocinas IFN-Y e TNF-qa, en los pacientes tratados
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FHgura 20-Graficas: g1) IL-2, g2) IL-17, g3) IL-15, g4) IL-8 ¢g5) MIP-1a.Control Negativo- (e).Pre Tx- Antes del fratamiento (m)
Tx- después del tratamiento (A ).Lineas horizontales - Mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney p
<0.05. Observandose una disminucién de las citocinas en los pacientes tratados excepto en MP-1a. 41



También se observaron menores concentraciones de citocinas anti-inflamatorias como IL-1RA, IL-4 e IL-10 en los
pacientes después del tratamiento. No se observaron cambios significativos en los niveles de, TGF- B e IL-13 en relacion
con el uso de tratamiento.

Fgura 21-Graficas: hl) 1RA, h2) IL-4, h3)IL-10, h4) IL-13, h5) TGF-B.Control Negativo- (e).Pre Tx- Antes del tratamiento (m)
Tx- después del tratamiento (A ).Lineas horizontales - Mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney p
<0.05. Observandose una disminucion de las citocinas IL-4 e IL-10 en los individuos tratados. 42



ANALISIS COMPARATIVO DE CITOCINAS ESTADISTICOS ENTRE GRUPOS

Grupo 1
n=13

Grupo 2
n=9

=2 (7-15) (9-18) (6-18) % De
Sexo F{M 9 /4 3/6 (4/7) G\r’jr')‘(’)r (Zj?/SPS Rl
IgG anti T. [259-  [198-331] [184-302] Grupos 2y
cruzi (D.O) .198] 3
PROINFLAMATORIAS
IFN-Y 259.5 157.8 763.4 0.0354 383.78
TNF-a 56.55 4379 70.36 0.0400 60.68
IL-1B 11.19 8.82 16.38 0.0352 85.71
IL-6 34,57 26.64 108.1 00113 305.78
IL-8 1491 128.9 1837 0.9349 4251
MIP-1a 1753 19.09 18.36 0.9048 38
IL-2 25.73 2119 48.02 0.0317 126.62
IL-15 44.88 37.03 39.09 0.3821 5.56
IL-17 2824 44538 538 0.0789 20.68
ANTI INFLAMATORIAS
IL-1RA 229 1483 397.9 0.0340 168.31
IL-4 7.96 7.96 13.77 0.1695 72.99
IL-10 497 30.98 67.66 0.0354 118.40
IL-13 11.78 13.94 59.84 0.1416 329.27
TGRB 5237 160125 168824 2508 543

Tabla 11- Medianas de grupos. Los valores de p obtenidos atravez de U-Mann
Whitney p <0.05
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ANALISIS COMPARATIVO DE CITOCINAS ENTRE PACIENTES
TRATADOS Y NO TRATADOS

TRATADOS MEDIANA VALOR DE P % DE DISMINUCION

NO
TRATADOS
PROINFLAMATORIAS
IFN-Y 1183 286.0 0.0002 58.63
00245 1953
TNF-a 4379 54.42
IL-1B 8.620 1119 Lol 22
IL-6 26.64 36.06 e Az
0.0535 56.10
IL-8 6545 149.1
0.8862 281
MIP-1a 16.57 17.05
IL-2 19.66 2574 Oz ZE
IL-15 22.36 37.83 - HiLdE
IL-17 305.0 382.8 0.1018 20.

ANTI-INFLAMATORIAS

I-1RA 233.2 233.7 3250 021
IL-4 5.820 8.370 R 3046
IL-10 3358 52.45 0.0279 35.97
IL-13 11.78 21.40 besuy 44.95
TGRB 151472 164120 Ceel 770

Tabla 12- Medianas de citocinas encontradas entre pacientes tratados yno tatados. Los
valores de p obtenidos atravez de U-Mann Whitney p <0.05



Al comparar las concentraciones y medianas de | as citocinas e ncontradas con diferencia estadistica, segin se observa enlasiguiente Grafica 1, el Grupo 3,
presenta mayor concentracion de las citocinas pro-inflamatorias IFN-Y, IL-6, TNF-a e IL-2, en de sus antagonistas anti-inflamatorias IL-4, e IL-10. Se encontraron las
elevadas concentraciones del IFN-Y con respecto a TNF-q, IL-2, IL-4 e IL-10 con diferencia estadistica (Grafica 1). En el Grupo 2 se presenta menor concentracion de
citocinas, diferencia estadistica encontrada en IFN-Y comparado con IL-1B IL-6 e IL-4. Respecto al Grupo 1, se aprecian concentraciones elevadas de IFN-Y con

diferencia estadistica con todas las citocinas TNF-a, IL-18, IL-6, IL-2, IL-4 e IL-10.Los valores de las medianas se presentan en la tabla 13.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

n=13 n=9 n=11

IFN-Y 2595 157.8 7634

TNFa 12.62 8.82 16.38

IL-1B 34.57 26.64 115.8

/E; IL-6 58.67 43.79 70.36
= IL-2 25.73 21.19 48.02
IL-4 7.96 7.96 13.77

% 0.048 IL-10 49.7 30.98 67.66

Tabla 13- Medianas de citocinas
encontradas con diferencia estadistica
entre grupos.

Grafica 1- Comparacion de la concentracion de citocinas encontradas con diferencia (pg/mL)
IFN-Y, IL-1B, IL-6, TNFa, IL-2, IL-1RA, IL-4 e IL-10.Valores de U-Mann Whitney - P<0.05.
Los individuos con manifestaciones severas del grupo 3 muestran un incremento en la respuesta inflamatoria,
principalmente de IFN-Y en comparacion con la respuesta de sus antagonistas IL-10 yIL-4.
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DISCUSION

La enfermedad de Chagas tiene dos fases clinicas: la fase aguda y la fase crénica. La fase crénica
se divide en cronica asintomatica y sintomatica. La fase crénica sintomatica se caracteriza
fundamentalmente por c ompromiso cardiolégico o digestivo, generando los mega-sindromes. En
México, el compromiso cardiaco es prevalente en los infectados por T.cruzi. Actualmente contintan
en debate las variables que inducen que algunos individuos infectados con T.cruzi, el 70%,
permanezcan asintomaticos y solo el 30% de los infectados desarrollen la fase cronica sintomatica
(26). Analisis in vitro y en modelo animal proponen que las citocinas desempefian un papel
fundamental e nlarespuestainmune contribuyendo a la pr ogresion durante la fase cronica de la
enfermedad. Araujoy Dutra en 200 8 (53) (74), plantean que es importante conocer el papel del as
citocinas durante la infeccion-enfermedad en humanos, principalmente en las fases crdnicas
incipientes y seweras. E xiste escasa informacion sobre el papel de las citocinas en | a fase cronica
de la enfermedad en ni fios y jovenes menores de 18 afios porlo que es importante comprender el
impacto del tratamiento en el sistema inmunoldgico de | os pacientes en | a enfermedad de C hagas
(61).

Por lo anterior, en este estudio se propuso medir la concentracion de citocinas en individuos
mexicanos menores de ed ad infectados con T.cruzi en fases tanto asintomatica como crénica. Se
obtuvieron tres grupos de estudio que fueron clasificados por los resultados del electrocardiograma
y del ecocardiograma. E| Grupo 1, fue clasificado como croénico asintomatico (13 i ndividuos), con
untrazo electrocardiografico normaly un ec ocardiograma nor mal. Estos individuos son el gr upo
quer epresentael 7 0% m encionadode pacientes ¢ oni nfeccionp eros inm anifestaciones
patolégicas. El Grupo 2, refirid a i ndividuos crénicos sintomaticos incipientes (9 individuos). Estos
pacientes m uestran BIRDHH ens uel ectrocardiograma y unec ocardiogramac onl esiones
incipientes. Finalmente el Grupo 3, comprende al os individuos cronicos sintomaticos severos (11
individuos) con electrocardiograma con BIRDHH o B RDHH y con un ec ocardiograma con lesiones
francas. Estos dos ultimos representan el 30% d e las estadisticas anteriormente s efialadas como

individuos crénicos con patologia incipiente y severa (75).

Como se presenta en los resultados, los grupos sintomaticos tanto incipientes como sewveros
(Grupos 2y 3) estan compuestos en su mayoria por individuos del sexo masculino (Figura 12).

En la epidemiologia de esta e nfermedad, s e h a o bservado que, sibien los i ndividuos del sexo
femenino muestran prevalencias mas elevadas de infeccidon, que en individuos del sexo masculino.
Esto ha sido sefalado en estudios en modelo de ratén al comparar en machos y hembras
infectados los efectos de | a progesterona y testosterona, en los cuales concluye que los machos
presentan mayor mortalidad (76).Esta relacion s e confirma en ¢ asos humanos por la S ecretaria de
Salud, la cual en 2012 notifica 447 casos (62% ) del sexo masculinoy 269 (38% ) del femenino (78).
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Por otro lado, en otros estudios clinicos y de laboratorio se sugiere que las mujeres, al ser
expuestas a algun antigeno, m uestran m ayor cantidad d e inmunoglobulinas ya que surespuesta
inflamatoriaes mayorquela de los hombres, |o cual las h ace mas propensas a enfermedades
autoinmunes (77). Esto es importante ya que al montar una respuesta inflamatoria mayor, las

pacientes tienen la capacidad de el iminar al parasito en fase aguda y no progresar a fase croénica.

En el primer an alisis de ¢ oncentracién de c itocinas en s uero se compararon los tres grupos contra
los pacientes sanos. Nuestro primer hallazgo r elevante fue encontrar que todos los individuos con
anticuerpos anti-T.cruzi tienen niveles mas elevados de las citocinas pro-inflamatorias IL-13, IFN-Y,
TNF-a, IL-2, IL-6, IL-17 y también de citocinas anti-inflamatorias IL-4, 1L-10, IL-13, TGF-B y
quimiocinas IL-8, M IP-1a, enr elacionc onl os ¢ ontroles s anos. La presenciadec itocinas
proinflamatorias ha sido descrita en la fase aguda, ay udando en la eliminacién del parasito por
medio de |a activacion de células fagociticas citotdxicas (CD8+) y NK (37) .Estas citocinas también
han sido descritas en la fase cronica, contribuyendo a la patologia de la enfermedad (51). La
presencia de | as citocinas anti-inflamatorias pu ede s er resultado tanto de un pr oceso de c ontrol de
larespuesta inflamatoria propiciada por el hu ésped o de un pr oceso de regulacion por parte del

parasito, como se ha descrito en la fase aguda de | a enfermedad de Chagas (30).

Los pacientes del Grupo 3 mostraron diferencia estadistica y concentraciones elevadas de
mediadores inflamatorios IFN-Y, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-2 en comparacién con el Grupo 2 (hasta
79% de aumento), asi como de citocinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-1RA (hasta 62.72% de
aumento). Estos mediadores inflamatorios inician en la fase aguda y persisten durante la fase
cronica, y son de fundamental importancia en la presentacién y progresion de la insuficiencia

cardiaca en la enfermedad de Chagas y en otras cardiopatias (83).

El IFN-Y es considerado el mecanismo central p ara una respuesta e ficaz al inicio de lainfeccion.
En estafase las células fagociticas son activadas porel IFN-Y, el cual activa |a sintetasa inducible
de 6xido nitrico de macrdéfagos (iINOS). Esta activacion estimula la lisis parasitaria intracelular (38),
al inducir la produccion de 6xido nitrico (NO) en macrofagos para iniciar el control de | a parasitemia
sanguinead urantel| a fase agudaas intomatica (42). Esto puede relacionarsec onl aal ta
concentracion d e IFN-Y enindividuos del Grupo 1. Sin em bargo, altos ni veles de es ta citocina en
individuos del Grupo 3 tiene repercusion a nivel de miocardio. Su expresién se asocia a
susceptibilidad en la fase c rénica sintomatica (43) al inducir una respuesta celular TH1 citotéxica
que produce dafo cronico cardiaco, el cual esta referidopormediodel ECGy ECO presente en

este grupo.
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EIT NF-a genera intermediarios reactivos del ox igeno, inducel ad eposiciondel am atriz
extracelular y generando necrosis y apoptosis de ¢ ardiomiocitos (80, 81). Por otro lado, se ha visto
que esta citocina muestrau n e fecto en cascada para la expresion de IL-6. Se han identificado
niveles altos de estas dos citocinas en ¢ asos s everos de ¢ ardidpatas c rénicos porloque se ha
sefalado a IL-6 como con un marcador eficiente de nuevos episodios de falla cardiaca (82).
Niveles altos de | L-8 se han des crito en ot ras cardiopatias con isquemia del miocardioy se asocia
a esta citocina como un factor atrayente de plaquetas que induce la coagulacién y causa trombosis
microvascular (83,35). Aunado a estola hipertrofia descrita en los pacientes con Chagas, se ha
asociado al a presenciade | L-1B3, que induce unos péptidos que d esregulan la os mosis celular en
miocardio (105). Finalmente, IL-2 ha sido relacionada activamente con activacion anormal de
linfocitos T en otras miocardiopatias dilatadas (83). No s e e ncontraron di ferencias es tadisticas en
el Grupo 1 (asintomaticos) donde se puede suponer que se trata de individuos con lesiones

tisulares pequefias, no detectables, o bien, con infeccion reciente.

La fibrosis es un proceso importante en la fase crénica de la enfermedad, donde el TGF-B, descrito
fundamentalmente como profibrético esta elevado en todos los pacientes infectados con T. cruzi en
comparacion con el grupo control. En la literatura, se menciona que tanto TGF-f y IL-10 son
importantes reguladores entre el efecto inductor de lisis del parasito y el inicio del dafio tisular de la
respuesta Th1 enla infeccién disminuyendo la activacién delas células fagociticas (88) es bien
sabidoqu e TGF-B y IL-13 (84) se relacionan con la severidad de la disfuncion cardiaca
directamente en forma importante por la fibrosis degenerativa que inducen, lo que ocasiona
trastornos tanto en la motilidad como en el crecimiento de las cavidades, otras citocinas
profibrogénicas encontradas con patrén incrementado en los pacientes del Grupo 3 fueron la IL-13,
IL-13 y MCP-1 sin diferencias estadisticas entre grupos de infectados, a diferencia de TNF-q,
también profibrogénica, que si mostrd diferencia estadistica entre grupos; sin embargo, la
presenciade TGF- 3, sin diferencia entre grupos puede indicar que existe desde la infeccién hasta
el desarrollo de los procesos fibréticos activos (53, 85). El hecho de que no se encuentre diferencia
entre grupos puede deberse a que estos pacientes tienen una fibrosis incipiente, lo cual se
correlaciona c on las | esiones enc ontradas en | os estudios de ECGy ECOen losgrupos 1y 2,
también cabe d escartar que la presencia d e esta molécula en e nfermedad d e Chagas es descrita

como mal prondstico y un factor para iniciar |a fase cronica de |a enfermedad (53 ).

Las evidencias de danoincipientey francoenlos grupos 2y 3, det ectadas c on los es tudios de
ECO, se asocian principalmente con hipertrofia del septo interventriculary de la pared posterior de
ventriculo izquierdo, qu e son consecuencia d e los procesos inflamatorio y fibrético p ropiciado por
citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-6, IFN-Y, IL-8 e IL-2) y profibréticas (TGF-By TNF-a, MIP-1a, IL-8
e IL-13) implicadas en la dep osicidon de la matriz extracelulary procesos fibréticos; este proceso

genera motilidad anormal d e las cavidades con deterioro de la funcion cardiaca; el otro p arametro
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analizado es la fraccion de expulsién del ventriculo izquierdo, la cual es un indicador bien conocido
que valora la funcién cardiaca global y que en los casos del Grupo 3 se aprecia baja como
consecuencia del proceso descrito anteriormente y que es considerado de importancia para valorar
el deterioro progresivo qu e se presenta en es tos casos (86). En algunos de | os casos del Grupo 3
existe hipertensién pulmonar, |o que podr ia de berse a | a afectacion de | a circulacion microvascular
por incremento de la agregaciéon plaquetaria y en la adhesion al endotelio, lo que ocasiona
trombosis plaquetaria con isquemia en miocardioy a ni vel pulmonar estos son efectos que se han

asociado a la presencia de IL-8 (83).

La fibrosis miocardica, también ha s ido involucrada en | a gé nesis de | as taquiarritmias (taquicardia
ventricular o fibrilacion), principales causas de m uerte subita en pacientes chagasicos crénicos;
esta fibrosis, adem as bloquea el impulso cardiaco, disminuyendo la velocidad de | a conduccion y
los septos de colageno entre los haces musculares podrian interferir con la conduccion del impulso
eléctrico gen erando las manifestaciones encontradas en el ECG como son los Blogueos de R ama

derecha de Haz de His .

La respuesta anti-inflamatoria, se encontrd incrementada y con diferencia estadistica en las
citocinas IL-10, e IL-1RA en los pacientes del Grupo 3; al respecto, es bien sabido, que altas
concentraciones de estas, son necesarias paralaregulacion de lainflamacion, limitando | a s efial
inflamatoria e i nhibiendo la r espuesta c elular de monocitos y macréfagos, asicomo al inhibirla
accionde TNF-a e lL-6 en uninicio delainfeccion (87). Algunos autores mencionan que T.cruzi,
pormedio de los TLRs es capaz de inducir la respuesta anti-inflamatoria ya que algunas moléculas
de s uperficie como |l as glicoproteinas tienen |a c apacidad de inducir ex presion de c itocinas tanto
por como anti-inflamatorias por medio de su interaccién con los TLRs. En este estudio las citocinas
como IL-10y TGF-B s oni nducidas mediante estos mecanismosy al aumentarl|a expresion de
estas citocinas en m acrofagos s e disminuye la respuesta contra el p arasitoy por consiguiente, se
continda la replicacién de T. cruzi en | os tejidos (87, 88). De Meloen 2012, reporta que IL-4 pu ede
seri nducidapor el p arasitoy des encadenar funcionesi nmunosupresoras s obreel IFN-Y,
inhibiendo la accién anti-T.cruzi de los fagocitos, principalmente m acréfagos (65); porlo tanto, la
presenciade IL-10 e IL-4 en los pacientes del Grupo 3 puede deberse a una regulacion propiciada
por el parasito actuando a favor de sus procesos replicativos, este mecanismo de replicacion
contribuye al da fio caracteristico delafase cronica (89) y tambiéna lan ecesidad deregular la

respuesta inflamatoria generada directamente por el paciente (90).

Enlos individuos del Grupo 3, también fue encontrada IL-13 con diferencia estadistica y en altas
concentraciones en relacion con el Grupo 2. IL-18 tiene actividad profibrogénica y en conjunto con
IL-6, ha s ido relacionada con alteraciones del endotelio vascular en regiones donde se encuentra

disfuncion miocardica, mediante mecanismos inductores de apoptosis (35).Por otro lado su
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antagonista, IL-1RA, fue enc ontrada con di ferencia es tadisticay en al tas concentraciones con el
Grupo 2. IL-1RA ha sido asociada en enfermedades cardiacas crénicas con necrosis del miocardio
de otras etiologias no chagasicas (91). En este caso se podriasuponerque IL-1RA, juntoconla
presencia de IL-8, esta generando en estos pacientes procesos isquémicos qu e provocan micro
infartos con necrosis del miocardio, lo cual repercute en las alteraciones de engrosamiento parietal
descritas anteriormente como hallazgos del ECO.

Fgura 22-Accion de las citocinas presentes en los casos de miocardiopatia por T. cruzi.

En los c asos es tudiados en este trabajo, |os parametros del E CO valoran engrosamiento de las
paredes del ventriculoizquierdo y del s epto interventricular; estas manifestaciones pr esentes en
algunos casos del Grupo 2 y de casi todos los del Grupo 3, son consecuencia del proceso fibrético
e inflamatorio, que ha sido d escrito por algunos aut ores, a ni vel de la respuestainmune celular;
llamada hipersensibilidad retardada tipo IV, en d onde des pués d e un s egundo reto antigénico, los
linfocitos Ty citocinas de tipo TH1 inducen un proceso inflamatorio, ante la exposicion repetida a

antigenos del parasito y antigenos c on reactividad cruzada. Lo anterior activa las células T de
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memoria e induce la maduracion para la infiltracion de mononucleares al sitio de inflamacion

cronica al inducir lesiones fibréticas (35,92,93,94,95).

Respecto a la terapia anti-parasitaria aplicada, se observd una evidente disminucién en la
concentraciond el as c itocinas des puésd el at erapiaa ntiparasitariat anto proc omoa nti
inflamatorias con disminuciones hastadel 58.63% (tabla 12). La disminucion d e la ¢ oncentracion
de las citocinas IFN-Y (58%) y TNF-a (19%), IL-6 (26%), IL-8 (65% ) estas ultimas 2 s in diferencia
estadistica, impacta directamente sobre la repuesta Th1 q ue ge neran estas citocinas y su relacion
con la patologia de la enfermedad de Chagas; en el caso de la disminucion IL-15 (40%) con
diferencia estadistica, puede impactar a nivel de | os procesos de aut oinmunidad relacionados con
la estimulacién de los linfocitos T, ya que la IL-15 puede mantener activas poblaciones de células T
y NK en aus encia de es timulacion a ntigénica (54); también s e encontré disminucion en 1L-4 (30%)
elL-10 (35%) que acompafiadas de la citocinas anteriormente mencionadas, han sido reportada en
la literatura principalmente con la terapia de Benznidazol. Se ha reportado que el Benznidazol tiene
influencia directamente en la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) por medio de la
inhibicion de NFK- en los macrdéfagos (96), ademas de los efectos que realiza directamente sobre
el parasito (36), Sathler-Avelar, en 2012 identifica previamente e n menores de edad, una notable
disminucion después del t ratamiento,d el L-12el L-10, es tas ¢ oncentraciones obt enidas
directamente de c élulas CD4, asicomo bajos niveles de IFN-Y, proveniente de células NK y bajos
niveles de TNF-a y de IL-10 proveniente de células B, respecto a un grupo de pacientes no
tratados. Con b ase en lo anterior, se puede apreciar que existe una regulacion ala baja o una
disminucion e nla respuestainmune innata y ada ptativa des pués del tratamiento que s e refleja en
la disminucioén d e la concentracion d e estas citocinas, este proceso pued e s er de b uen p ronéstico
al prevenir el d afio cardiaco p ropiciado porlas citocinas (97), lo cual impacta p ositivamente al os

pacientes del Grupo 2 y 3 para que no se continuen la severidad de sus lesiones.

Las respuestas inflamatoria y anti-inflamatoria en los individuos con manifestaciones severas
muestran disminucién con incremento en la respuesta inflamatoria, principalmente de IFN-Y en
altas concentraciones en ¢ omparacidn con s us antagonistas, basicamente I1L-10 e | L-4 (Grafica 1),
lo anterior sido descrito como una desregulacion del proceso inflamatorio y progresiéon de esta
respuesta con unincremento perfil de citocinas inflamatorias de tipo Th1 con poca cantidad de IL-
4 elL-10lo que genera (52) la falta de control de estas citocinas pro-inflamatorias y profibréticas en
fase cronica, repercute clinicamente en estos individuos y como se puede observar en la gréfica 1,
la concentracioén de citocinas anti-inflamatorias es menor, por lo que esta respuesta inflamatoria no
es suficiente para regular la respuesta del IFN-Y, estos pacientes al mostrar claramente el
desequilibro entre ambas respuestas, al focalizarse en una continua respuesta inflamatoria

condicionan procesos c ronicos y progresivos ¢ on mal p rondstico clinico. En el caso de Grupo 2
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podemos observar una menor concentracion de todas las citocinas comparadas en relacion con los
grupos 1y 3. Loanterior se ha descrito como un proceso d e inmunosupresion g ue g eneralmente
se da enfase aguda. Cabe destacar que estos individuos estan incipientes, con lo cual suponemos
la presencia de IL-2, que puede estar limitando larespuesta inmune como se ha descrito en la
literatura (45, 46) ya que mantiene la homeostasis en la respuesta inmune controlando la
expansion clonal al inducir apoptosis por sefalizacion (via Fas/FasL). Esta funcién podria s er el

mecanismo responsable de |la inmunosupresion observada.

La evolucién clinica de los individuos infectados es de gran interés, ya que no existen aun,
marcadores que n os pued an p redecir o es clarecer es te proceso. E stos resultados sugieren que la
etiologia d e las lesiones en | os pacientes del Grupo 3, esta asociada a m ayores niveles de IFN-Y,
TNF-a, IL-6, IL -2, IL-1RA e IL-10 porlo cual, su presenciay concentracion, puede utilizarse como
marcadores de dafio incipiente o de progresion en la enfermedad de Chagas; respecto a los
perfiles de la electroinmunotrasferencia en los casos estudiados se aprecian componentes
glicoproteicos relevantes, de 34 y 38 k Da; respecto alo cual s e pue de det erminar infecciéon por
Trypanosoma cruzi y que al incrementar el numero de casos, se podria determinarsegun la fase
clinica, alguno asociado a la presencia de lesiones incipientes o seweras que aunado a las
concentraciones de citocinas permitiria desarrollar marcadores biolégicos para el seguimiento de

estos casos y determinar ewlucion clinica, pronostico y eficacia terapéutica.
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CONCLUSIONES

Los pacientes infectados con T.cruzi presentan alta concentracion de c itocinas tanto pro como

anti-inflamatorias que no ex iste en el grupo control.

La fase cronica sintomatica se correlaciona con niveles altos de citocinas pro-fibréticas e
inflamatorias IFN-y, TNF-a, IL-13, IL-6 y de IL-2, IL1RA e L -10 citocinas reguladoras de | a
inflamacién, que aportan susceptibilidad e n es tos i ndividuos; lo anterior s e c orrelaciona con
trastornos de ¢ onduccioén y fibrosis cardiaca, por 1o que es tos per files de ¢ itocinas, pueden ser

utilizados como marcadores de lesiones activas en ¢ orazén.
Los pacientes tratados presentan disminucion de IFN-Y, TNF-aq, IL-15, IL-4 e IL-10, porlo que

puedens erm arcadores par adet erminaref icaciaof allam edicamentosaen!| at erapia

antiparasitaria.
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PERSPECTIVAS

Es necesario un estudio es tadistico multivariado de correlacion de variables para relacionar

las lesiones activas con la presencia de citocinas en suero.

También es necesario medir citocinas expresadas a nivel de células T para conocer la

respuesta directamente celular.
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ANEXOS

ANEXO 1

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
(SDS-PAGE en Mini-Protean 3 Cell, BIO-RAD)

La muestra debe contener aproximadamente 30 ug de proteina.

GEL DE SEPARACION:

CONCENTRACION 5% 7.5% 10% 12.5% 15% 20%
Acrilamida / bis (ml) 2.5 3.75 5 6.25 7.5 10
Agua* (ml) 8.5 7.25 6 4.75 3.5 1
TRIS1.5 M pH 8.8 (ml) 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75
SDS-10% (pl) 150 150 150 150 150 150
Mezclar y desgasificar 15 min al vacio o a 37°C / 10-15 min

PERS. AMON. 10% (uL) 75 75 75 75 75 75
TEMED (ul) 5 5 5 5 5 5

Mezclar suavemente

Anadir unas gotitas DE Alcohol iso-propilico en | a superficie del gel y retirar con papel abs orbente
después de | a polimerizacion.

El Persulfato de Amonio al 10% se prepara al momento.

GEL CONCENTRADOR (5%)

ACRILAMIDA / BIS 425 (ul)
AGUA* 2.275 (ml)

TRIS 0.5 M pH 6.8 400 (ul)
SDS-10% 31.25 (ul)

Mezclar y Desgasificar 15 min al vacio o a 37°c / 10-15 min
PERS. AMON.10% 15.5 (uL)
TEMED 1.55 (uL)
La muestra se pone en ebullicion durante 5 min con el amortiguador de muestra.

Realizar la corrida electroforética a 150 o 200 volts.

ANEXO 2

REACTIVOS Y SOLUCIONES PAR AL A ELECTROFORESISEN G ELESD E

POLIACRILAMIDA
ACRILAMIDA / BIS/ACRILAMIDA

- Pesar 29.2 g de acrilamida + 0.8 g de N’N'-Bis-Metil Acrilamida.
- Aforar a 100 m| con agua®, filtrar y cubrir con aluminio.

- Guardar a 4°c.
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NOTA: La acrilamida sin polimerizar es neurotdéxica por lo que se debe manejar con cuidado

especialmente en piel.
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

- Pesar 13.61 g DE TRIS-BASE (TRIZMA BASE)
- Disolver en 40 ml de agua*

- AJUSTAR EL pH a 8.8 con 6N HCI

- Aforara 75 ml

- Esterilizar y guardar a 4°C.

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

- Pesar 6 g de tris-base

- Disolver en 80 ml de agua*

- Ajustar el pH a 6.8 con 6 n HCL
- Aforar a 100 m| con agua*

- Esterilizar y guardar a 4°c.

SDS-10%
- Pesar 1 g de SDS
- Disolver en agua es téril*

- Aforar el volumen a 10 ml.
- GUARDAR A 4°C.

BUFFER DE MUESTRA:

2x
- Agua (ml) 14.2
- Tris 0.5 m pH 6.8 (ml) 5
- Glicerol (ml) 10
- SDS 10% (ml) 8
- Azul de bromofenol 0.5% (ml) 0.8

3-mercaptoetanol: agregar 50 pl para cada 950 ul de muestra antes de usarse

Guardar a temperatura ambiente en os curidad.

AMORTIGUADOR DE CORRIDA 10X pH 8.3

- Tris-base - 30.3¢g
- Glicina -144 g
- SDS -10g

- Agua* -aforara 1000 ml
- No ajustar pH con acidos o bases
- Guardar a 4°c.

COLORANTE AZUL DE COOMASSIE

8 x
3.55
5

10
8
0.8
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Azul de Coomassie (R-250) 0.1% en:

Ac. acético 10 ml
Metanol 40 ml
Agua* 50 ml

TENIR DURANTE 10 MIN.

SOLUCION. PARA DESTENIR EL GEL
Ac. Acético -10 ml

Etanol -15ml
Agua * -75ml

* AGUA DESIONIZADA ESTERIL
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ANEXO 2

ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA
(WESTERN-BLOT en Trans-Blot Semi-Dry, BIO-RAD)

REALIZAR LA SEPARACION ELECTROFORETICA
Todo el procedimiento se realizara con cuidado de no tocar el gel ni la membrana de nitrocelulosa
EQUILIBRAR EN EL AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA A 4°C:

Geles de acrilamida durante 20-60 min.
Membranas y papeles filtro durante 5-10 min.

MONTAJE DEL “SANDWICH":
Desmontar el gel de la cdmara de electroforesis y colocar las muestras cuidando de evitar la
presencia de burbujas especialmente entre el gel y la nitrocelulosa:

Papel filtro

Gel

Membrana de nitrocelulosa
Papel filtro

TRANSFERENCIA:

Colocar las muestras en la camara de transferencia conla membrana de Nitrocelulosa haciala
placa inferior y el gel hacia |a superior.

Taparla camaray realizar la transferenciaenunrangode 10 volts/30 min o 15 volts/15 min. Sin
exceder de 25 wolts (12 volts/22 min.)

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA pH 8.1-8.4*:

Tris base (25mM) 3.03¢g
Glicina (192mM) 14.4
Metanol 20% (V/v) 200 ml

AFORAR A 1000 mI CON AGUA*
*NO AJUSTAR EL pH CON ACIDOS NI BASES

Marcar la membrana y secarla entre 2 hojas de papel filtro.

BLOQUEO:

Con PBS/TWEEN 20 0.3% /leche descremada deshidratada 5% (DIFCO, 232100) durante 2 horas a
t.a. en agitacion ligera.

LAVADOS:

Realizar 2 lavados rapidos en agitacion con pbs-tween 0.3%
Incubacion de sueros:

INCUBAR A 4°C EN AGITACION DURANTE LA NOCHE
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Las diluciones se realizan en PBS/Tween 0.3%/leche 5%.

La dilucion a emplear de definira en diferentes concentraciones segun el origen del suero a probarse.
En caso de tratarse de sueros humanos sera en dilucion entre 1:100-1:50 y en caso de sueros
hiperinmunes (obtenidos en conejo o ratén) en dilucion 1:500.

LAVADOS:

Lavados de 10 min. Cada uno con PBS-Tween 0.3% A T.A. en agitacion.

INCUBACION CON EL CONJUGADO

El conjugado se diluye en PBS-Tween 0.3%.
La incubacién se realiza durante 2 horas a t.a. en agitacion ligera.

El conjugado debera haber sido titulado previamente.

LAVADOS:
5lavados de 5 min. Cada uno con PBS-Tween 0.3% A T.A. en agitacion.

REVELADO DE LA PRUEBA CON EL SUSTRATO

CHLORO-1-NAPHTOL (4CN)

Tris HCI/NaCl 10 mM -8.5 ml +

5.1 mg de chloronaphtol en 1.7 ml de METANOL FRIO

AGREGAR 5 pl de H,0,, al 30%

Tris HCI (10mM)/NaCl (0.14M) pH 7.5

Tris HCI 0.158 g

AGUA* 100 ml - ajustarpHa 7.5

NaCl 0.819¢g

Esterilizar y guardar a 4°C
Colocar en os curidad durante 15-30 min. En agitacién ligera (T.A.).
Frenar la reaccion con agua desionizada, dejar secary guardar.
Si se desea pueden conservarse en agua desionizada.

3,3, Diaminobenzidina (DAB) 50 -25 mg

PBS pH 7.2 100 - 50 ml
H20; al 30% 50 - 25

Colocar en os curidad durante 15-30 min. En agitacién ligera (t.a).

Frenar la reaccion con agua desionizada, dejar secar y guardar con agua desionizada estéril
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ANEXO 3

TECNICA DE ELISA
ADSORCION
La ads orcién del antigeno se realiza sobre placas Costar, de fondo plano de alta densidad de
poliestileno de 96 poz os. Se Incubd a 4 °C en camara humeda durante la noche.
Alas 12 hrs, se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween.

BLOQUEDO.

Se bloguearon los sitios inespecificos de la placa con PBS-leche durante una hora

Se realizan 3 | avados.

ELISA INDIRECTA

Incubacién del primer anticuerpo

Se colocan los sueros controles positivos alto, bajo, negativo y sueros problema en dilucion
Seincubd la caja 30 minutos a 37 °C.

Selava tres veces

Incubacion del segundo ant icuerpo

Se agregd el conjugado Anti IGG Peroxidase Conjugate (ZIMED) en dilucion en PBS Tween leche
30min a 37°C. Selavw 5 veces.

REVELADO
Al amortiguador de sustrato sele agregé o-Phenylenediamine (Sigma) OPD en B uffer citrato con

10 ul de peroéxido.
Se detuwo lareaccion alos 15 minutos con 100 pL/por pozo de SO4H2 2.5N.
Se utilizé un micro lector de ELISA (Microplate Reader Bio Rad modelo 550)a 490y 595 nm.
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ANEXO 4

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELISA

PBS pH 7.2 1X

Fosfato di sédico dodecahidratado (Na,HPO,4.12H,0) 2.9g
Fosfato monopotasico anhidro (KH,PO4) 0.2g
Cloruro de potasio (KCI) 0.2g
Cloruro de sodio (NaCl) 8.0g
Agua desionizada aforar a 1000 m|

Esterilizar y guardar a 4°c hasta su uso.

PBS-TWEEN 20 0. 05%
Tween 20 al 20% (con agua desionizada) 2.5ml
PBS 1XpH 7.2 aforar a 1000 m|

PBS-Leche 5% v 1%

Se preparan con leche descremada y deshidratada (DIFCO, 232100)
El diluyente sera PBS pH 7.2.

NOTA: Deberan ser de preparacion reciente para el dia.

AMORTIGUADOR DEL SUSTRATO pH-5

Fosfato di sédico dodecahidratado (Na,HPO4.12H,0) 26.97 g

Acido citrico 3.0g
Agua desionizada aforar a 100 ml

Ajustar pH, esterilizar y guardar en refrigeraciéon a 4°C.

A partir de esta solucién: tomar 8 ml que se llevan a 25 ml con agua desionizada, agregar una tableta

de o-fenilendiamina (OPD) de 10 m g e inmediatamente antes de revelar la reaccién se agregan 10 pl

de PEROXDO DE HIDROGENO (H,O3) al 30%.
ACIDO SULFURICO 1N (SOLO PARA ELISA)

Ac. Sulfurico (H2SO4)
(98% de pureza) 55 ml
Agua bidestilada aforar a 100 ml
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ANEXO 5

TECNICA MULTIPLEX BIOPLEX
Tratamiento de la muestra y la curva estandar.
La muestra se preparé con las en una dilucion 1:16 con el diluyente de la muestra.
Preparacion de la curva estandar.

Una vez reconstituido s e de be mantener e n hielo (se mantiene estable d urante un maximo de 12
horas s olamente).

1. Golpear suavemente el vial de vidrio que contiene en una superficie sdlida para asegurar la
pastilla esta en el fondo. Reconstituir el estandar d el liofilizado con 500 pl del diluyente d el
estandar. No utilice el buffer para diluir los estandares.

2. Suavemente del vial de vidrio vortexear 1-3 segundos e incubar en hi elo durante 30 min.

Etiquetar un conjuntode tubos de E ppendorf de 1, 5 ml realizar concentraciones mostradas enla
figura: estandar 1 (std 1) al estandar 8 ( std 8).

3. Afadir 128 pl del stock del estandar en un Eppendorfde 1.5 ml que contiene 72 pl del diluyente
estandar. V ortexar s uavemente.

4. Continuar haciendo diluciones seriadas tal como se muestra en | a figura . Después realizar cada
dilucién y agitar suavemente y cambiarla punta de | a pipeta.

NOTA: Cada estandar es una dilucién de 4 veces de | a anterior.

Mantener todos los tubos en hielo durante todo este procedimiento hasta que esté
listo para su uso.
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TECNICA MULTIPLEX BIOPLEX
Desarrollo de la tecnica Multiplex-Bioplex.

1-Prehumedecer la pl aca (que c ontiene una membrana) de 96 pocillos con 100 ml de buffer de
ensayo Bio- Plex.

2-Coloque la placa prehumedecida y retirar el bu ffer por filtracion al vacio. Seque | a parte inferior
de la placa con una toalla de papel limpia (preferiblemente sin pelusa).

3-Posteriormente lavar 1 veces con 100 ul por pozo de buffer de lavado Bio- Plex. Retirar el buffer
de lavado por filtraciéon al vacio. S eque la parte inferior d e | a pl aca pa ra evitar la contaminacion
cruzada.

4-Vortear la solucién que contiene el céctel de perlas 0 microesferas (multiplex bead working
solution Bio-Rad ®) durante 15-20 s egundos a velocidad media posteriormente agregarcon la
pipeta de 50 pl en cada pocillo.

5- Posteriormente lavar 2 veces con 100 pl por pozo de buffer de lavado Bio- Plex Retirar el buffer
de lavado por filtracién al vacio.

6-Golpee suavemente la parte inferior de cada estandar estandar 1 (std-1) al estandar 8 (std- 8).

Pipetear 50 ul de estandar y muestra diluida (1:16) en cada pozo. Cambie la puntade | a pipeta
después agregarel volumen requerido por muestra. Cubra toda la placa con la cinta adhesiva
para cubrir la placa. Coloque la placa en unagitadorde microplacas y a c ontinuacién, c ubrir con
papel de al uminio.

Aumentar la velocidad del agitador gradualmente a 1100 rpm, mantener la los primeros 30
segundos d e incubacion, a c ontinuacion, reducir la velocidada 300 rpm e incubaa temperatura
ambiente durante 30 min.

7-Al terminar la primera incubacion, colocar la placa sobre una superficie planay retirar lentamente
lacintaconlaque s ea sellada la placa, con cuidadode noinclinarlaplaca y aquelamuestrase
puede mezclar de un pozo a otro. Colocar la placa en absorcion al vacio.

8-Lavar 3 veces con 100 pl de Buffer de lavado Bio-Plex. Retirar el B uffer por filtracion al vacio
después de cada lavado. Secar la parte inferior de la placa con una toalla de papel limpia

(preferiblemente sin pelusa) después de cada lavado para evitar la contaminacion cruzada. Colocar
la placa en el soporte de | a placa de plastico incluido en el kit.

9-Preparar la solucion que contiene del anticuerpo de deteccion. Nota: La solucion que contiene el
anticuerpo de deteccion se puede preparar 10 minutos antes de su uso.
Importante: Placa se debe mantener en la oscuridad mientras se prepara la solucion.

a) Realizaruna c entrifugacion de 30 segundos d el vial que contiene el anticuerpo de deteccion
antes de pipetear pararecoger todo el volumen en la parte inferior del vial.

b) Diluir el anticuerpo d e deteccion a un a concentracion 1x (Bio — Plex) utilizando | a deteccién de
diluyente de anticuerpo el anticuerpo de deteccion se prepara a 10x.
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Anticuerpo de deteccion (10x)

No 10x Stock del

de anticuerpo Volumen Total
pozo Diluyente Al ()

s Anticuerpo (ul) [ (ul)

96 300 2,700 3,000

48 150 1,350 1,500

32 100 900 1,000

24 75 675 750

c¢) El anticuerpo de deteccion 1x es estable durante un méximo de 4 horas cuando se almacena en
la oscuridad a temperatura ambiente.

10- Vortexear la solucién 10x de anticuerpo de deteccion trabajo suavemente y afadir 25 ul a cada
pozo. Cubra toda la placa con una cinta para cubrir placas nueva (proporcionada en el kit ).
Coloque laplacaen el soporte de plasticoy posteriormente en un agitador de microplacas, luego
cubrir con papel de aluminio. Aumentar la velocidad del agitador gradualmente a 1100 rpm,
mantener | a los primeros 30 s egundos de i ncubacion, a continuacion, reducir la velocidad a 300
rpm e incubar a temperatura ambiente durante 30 min. Al final de la incubacién retirar la placa del
agitador y desechar cuidadosamente la cinta de sellado. Finalmente colocar |a placa en filtracién al
vacio.

11- Lavar 3 veces con 100 yl de Buffer de lavado Bio-Plex. Retirar el de B uffer de lavado por
filtracién al vacio después de cada lavado. Seque la parte inferiorde la placa con una toalla de
papel limpia ( preferiblemente sin pel usa) d espués d e cada lavado. Coloque la pl aca en el soporte
de plastico

12- Preparacién de la estreptavidina -PE.

Nota: es treptavidina - PE se pueden hacer 10 min antes de su uso.

Importante: Placa debe de estar en oscuridad mientras se prepara la solucién.

Preparacion de le estreptavidina —PE

a. Secentrifugapor30seg el vial de es treptavidina - PE antes de pipetear para recogertodo el
wolumen en la parte inferior del vial.

b. Diluir la es treptavidina - PE 100 X con B uffer de e nsayo Bio - Plex. Almacenar e n la os curidad

después de la preparacion. En la siguiente tabla se muestra la dilucién dependiendo del nimero de
muestras:
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P0Z0S Estreptavidina- Buffer de ensayo Bio-Plex | Volumen
PE(100x) (ul) Assay(pl) Total (pl)

96 60 5,940 6,000

48 30 2,970 3,000

32 20 1,980 2,000

24 15 1,485 1,500

c. El la diluciéon de estreptavidina - PE es estable durante un maximo de 4 horas cuando se
almacena en la oscuridad a temperatura ambiente.

13- Vortexarladilucion de 1x de es treptavidina -PE vigorosamente y agregar se 50 pyl de cada
pozo. Cubrirla placa con una nueva cinta. Aumentar la velocidad del agitador gradualmente a 1100
rom, mantener|alos primeros 30 segundos de incubacion, acontinuacion, reducirla velocidad a
300 rpm e incuba at emperatura ambiente du rante 10 min. Al final de laincubaciénd e 10 min.
Retirar la placa del agitador y deseche la cinta de sellado. Retirar el tampdn por filtracion al vacio.

14- Lavar 3 veces con 100 yl de Buffer de lavado Bio-Plex. Retirar el de B uffer de lavado por
filtracion al vacio después de cada lavado. Seque la parte inferiorde la placa con una toallade
papel limpia ( preferiblemente sin pel usa) d espués d e cada lavado. C oloque la pl aca en el soporte
de plastico.

15- Se re-suspende las perlas de cada pozo con 125 pyl con Buffer ensayo Bio- Plex. C ubrir la
placa con una nu eva cinta. Aumentar la velocidad del agitador gradualmente a 110 O rpm, dur ante
30 s egundos inmediatamente e leer la placa en la estacion Bio- Plex Multiplex.

16- La placa fue leida en |a estacion Bio-Plex Multiplex 200 sistem, software versién 6.0. La | ectura

de la concentracion de citocinas en el sistema se realizo consultando la guia de usuario del
software A dministrador de Bio- Plex.
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Reactivos del Kit

Reactivos

Estandar liofilizado (Standard Curve Cytokine)

Diluyente de | a m uestra (Bio-Plex ® human serum sample
diluent)

Diluyente estandar (Bio-Plex ® standard diluyent)

Diluyente del ant icuerpodedet eccion( Bio-Plex ®
Detection antibody diluyent)

Buffer de ensayo (Bio-Plex ® Buffer Assay)

Buffer de lavado (Bio-Plex ® Wash Buffer)

Coctel de perlas (Conjugated Magnetic Beads )

Anticuerpo de deteccion (Detection A ntibody 10x)
Anticuerpo de det eccion (Detection Antibody 20x)

Estreptavidina —PE ( Streptavidin-PE)

No de catalogo de k it TGF-B No. De catalogo 171-304070M
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