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RESUMEN 

La c apacidad de l os pac ientes para e nfrentar l a i nfección po r T. cruzi depende del  eq uilibrio ent re l a 

respuesta inmune i nflamatoria y anti-inflamatoria, por l o que el estudio de l as citocinas puede ayudar 

a c omprender l os mecanismos que des encadenan l a fases c línicas de l a en fermedad y l a respuesta 

al t ratamiento. E n este es tudio s e d eterminó la c oncentración de c itocinas en i ndividuos mexicanos 

menores de edad infectados con T.cruzi cursando las fases  as intomática y crónica, antes y después 

de la terapia antiparasitaria específica. Los objetivos de es te estudio fueron determinar el perfil de l as 

citocinas pr o-inflamatorias (IL-1β, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL -6, IL-17, qui miocinas I L-8, M IP-1α) y anti-

inflamatorias (IL1-RA, IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-β), 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 clínico-cardiológicos, como 

electrocardiográfico y  ec ocardiográfico. El Grupo 1  incluyó 13 i ndividuos en fase c rónica 

asintomática, c on t razo el ectrocardiográfico no rmal y  ecocardiograma n ormal. E l Grupo 2 constaba 

de 9 casos en fase crónica s intomática incipiente, con alteraciones en el  trazo el ectrocardiográfico 

BIRDHH (Bloqueo Incompleto de la Rama Derecha d e H az de His) y  ec ocardiograma c on l esiones 

incipientes. El Grupo 3 incluyó 11 i ndividuos en fase c rónica s intomática c on l esiones s everas, 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 crónicas tanto 

incipientes como severas en su mayoría fueron del sexo masculino (67% y 64% dentro de los grupos 

sintomáticos 2 y  3,  respectivamente). En l a c omparación e ntre pac ientes i nfectados y  no i nfectados, 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas (P< 0. 001) en todas las c itocinas. En la 

comparación de las c oncentraciones entre gr upos c linicos, se encontró di ferencia es tadística ent re 

medianas de l as c oncentraciones de IFN-γ (P=0.0354), TNF-α (P=0.0400), I L-1β (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% 

entre l os grupos 2 y 3. La comparación de los ni veles de c itocinas entre pacientes t ratados y  no 

tratados mostró disminución hasta del 58.63%, con di ferencia estadística en IFN-Ɣ (P= 0.002), TNF-α 

(P= 0. 023), IL -15 (P= 0. 0423), IL-4, (P= 0. 001), IL-10 (P=0.0276). N o s e enc ontraron di ferencias en  

la c oncentración d e TGF-β al anal izarlo p or grupos o d espués del  t ratamiento. S e c oncluye que l os 

pacientes infectados por T.cruzi tienen una alta concentración de citocinas tanto pro como anti-

inflamatorias, que n o ex iste en el  gr upo c ontrol; que la fase c rónica s intomática s e c orrelaciona c on 

niveles al tos de c itocinas profibróticas e i nflamatorias ( IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-2) y  reguladoras 

de l a i nflamación ( IL1RA e IL-10), qu e s e c orrelacionan c on l os t rastornos d e c onducción y  fibrosis 

cardíaca que genera trastornos en la motilidad cardíaca, y que los pacientes tratados presentan 

disminución de IFN-Ɣ, T NF-α, IL -15, IL-4 e IL -10, por l o qu e es tas c itocinas pueden ser m arcadores 

para det erminar eficacia o falla medicamentosa en l a terapia ant iparasitaria. 
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ABSTRACT 
The abi lity of p atients t o responce t o t he  T.cruzi infection d epends on t he b alance b etween t he immune 

response and inflammatory anti-inflammatory, so t he study of cytokines may help to understand the 

mechanisms that trigger the clinical stages of t he disease and the response to treatment. In this study the 

concentration of c ytokines was d etermined i n Mexican individuals u nder a ge i nfected with T. cruzi, and 

enrolled i n 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-1β, IF N-γ, T NF-α, IL-

2, IL-6, IL -17, chemokines IL-8, MIP-1α) and a nti -inflammatory (IL1-RA, IL -4, IL -10, IL-13 a nd TGF-β), 

and an alyze t he differences between t he groups of pat ients before an d after t reatment i n c ytokine l evels. 

Individuals were c lassified according t o 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 B ranch 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 i njuries. 

Individuals with c hronic an d s evere m anifestations emerging as  t he 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 c ytokines w ere f ound. 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-Ɣ (P=0.0354), T NF-α (P=0.0400), I L-1β (P=0.0352), I L-6, ( P=0.0113), I 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 l evels of cytokines bet ween treated and untreated patients showed a reduction o f up to 58.63 

%, with s tatistical di fference i n IFN-Ɣ (P= 0.002), TNF-α (P= 0. 023), I L-15 (P= 0. 0423), I L-4, (P= 0. 001), 

IL-10 (P=0.0276). No di fferences in the concentration of TGF-β to analyze it or after the treatment groups 

were f ound. W e c onclude t hat T. cruzi-infected p atients ha ve a high c oncentration of c ytokines bot h p ro 

and anti -inflammatory, which does not exist in the control group; symptomatic chronic phase that is 

correlated with hi gh l evels of fibrotic regulatory and i nflammatory c ytokines ( IFN-Ɣ,TNF-α, IL -1β, IL -6, IL -

2) and i nflammation (IL1RA a nd IL-10), t hat c orrelate with c ardiac c onduction di sturbances a nd fibrosis

which l eads t o t he di sruption c ardiac motility an d t reated patients ha ve d ecreased IFN-Ɣ, TNF-α, IL -15, 

IL-4 e IL-10, these cytokines may be markers for det ermining drug efficacy or failure antiparasitic t herapy.  

2 



INTRODUCCIÓN 

Trypanosoma cruzi es el  a gente et iológico d e l a e nfermedad d e C hagas o Tripanosomiasis A mericana; 

este parásito se transmite de forma natural por insectos hematófagos llamados triatominos; es una 

zoonosis compleja, ya que en ella se llevan a cabo infecciones que involucran la interacción entre 

especies de t ransmisores y mamíferos s ilvestres, peridomésticos y domésticos con gran diversidad de 

formas de t ransmisión y  cuadros c línicos en el humano (1). 

Desde 190 9, f echa en qu e el  Dr. Carlos C hagas, describe en Minas Gerais, B rasil, la enfermedad de 

Chagas o t ripanosomiasis americana, des pués de ai slar a Trypanosoma cruzi del vector (Panstrongylus 

megistus) y reproducir  la i nfección en mamíferos de l aboratorio, refiere importante  para la diseminación 

del vector, las condiciones de pobreza y hacinamiento de las viviendas rurales, condiciones que 

prevalecen en Latinoamérica hasta nuestros días; al respecto, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) estima a nivel mundial, que esta enfermedad afecta de 7 a 8 millones de individuos, con el 

registro d e 11 0 00 muertes en 20 08 ( 2) y  l a Organización P anamericana de l a S alud (OPS), r efiere que  

en México existen aproximadamente 1 100 000 individuos infectados con 29 500 000 en riesgo de 

contraer la infección (3) y a partir de 2009, se incorpora dentro de las enfermedades tropicales 

desatendidas (2). En 2013, la OMS refiere que existe en 21 países de América Latina: Argentina, B elice, 

Bolivia, Venezuela, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa, 

Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panamá, Paraguay, Perú, el Estado Plurinacional de 

Bolivia, Surinam y  Uruguay (Fig. 1). 

Las tasas de infección en B ancos de Sangre en el Continente Americano s e encuentran ent re el 3% y el  

53% d ependiendo del país y  d e l a normatividad en el mismo (2). A pesar de que la enfermedad de 

Chagas es endémica en Latinoamérica, en los últimos años, se ha observado que países como Canadá, 

Estados U nidos de A mérica, al gunos de Europa e i nclusive Japón y Australia, reportan cada vez m ás 

casos, que incluyen además otras vías de transmisión como son la transfusional por sangre o sus 

componentes, vertical de l a madre al producto o por t rasplantes de ór ganos y tejidos (2).  

En México, el  pr imer y  úni co c aso d e t ransmisión po r t ransfusión s anguínea fue reportado en 1 989 (4). 

En el país, los estudios realizados en Bancos de Sangre continúan siendo escasos y muestran 

prevalencias entre 0.28 y 17% (1). 
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Figura 1- Distribución global de casos de enfermedad de Chagas, con base en las estimaciones oficiales 2006-2010 

(5).  

En 19 40, Mazzotti reporta en M éxico, l os dos  pr imeros c asos hum anos y  l os dos  p rimeros vertebrados 

infectados c on el  par ásito (6) y  a par tir de l os 50’ s, B iagi, Tay en l os 60’ s y  S alazar en l os 70’ s, realizan 

encuestas e pidemiológicas en diversas regiones del país, con el  i nforme d e 2 miocarditis c hagásicas 

post-mortem y e n 19 79, S alazar S chettino r eporta el  t ercer c aso de m iocardiopatía c hagásica 

comprobado parasitológicamente en un paciente vivo (7). En 1984 se reportó el primer caso de 

megaesófago y en 1986 el primero de megacolon (8, 9). A la fecha, se han incrementado los estudios en 

diversas regiones del país encaminados a identificar diversos aspectos de la enfermedad; en los estados 

de Veracruz, Oaxaca, Morelos, Yucatán, Guerrero y Jalisco se han realizado un número considerable de 

encuestas epidemiológicas con reportes de casos humanos. 
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BIOLOGÍA Y CICLO BIOLÓGICO DE Trypanosoma cruzi 

T. cruzi es un microorganismo eucarionte, protista, flagelado, que se clasifica dentro de la familia 

Trypanosomatidae dentro del o rden K inetoplastida, pr esenta una s ola mitocondria, c on acumulación de  

DNA que forma una estructura denominada cinetoplasto y además, un flagelo único que recorre el 

cuerpo del  parásito (10). 

CLASIFICACION TAXONÓMICA DE T. cruzi. 

Este parásito s e di vide p or fisión binaria l ongitudinal, es  pol imórfico y  s e des criben 4 formas pr incipales 

en su ciclo de vida, tripomastigote metacíclico, tripomastigote sanguíneo, epimastigote y amastigote. 

El tripomastigote metacíclico, se encuentra en las heces del vector, t iene forma de “S”o “C” y mide de 

18 a 21 μm de largo, con tinción de Giemsa, se aprecia un núcleo en la parte media del cuerpo del 

parásito y en la posterior, el cinetoplasto con el flagelo posterior al núcleo, presenta una membrana 

ondulante que recorre al parásito a lo largo junto con el flagelo; esta forma no es replicativa y es 

considerada i nfectante de m anera nat ural. El tripomastigote sanguíneo, es morfológicamente s imilar al  

metacíclico y se encuentra en la sangre del  vertebrado y puede ser infectante en los casos de 

transfusión de sangre o sus componentes.  

El epimastigote se l ocaliza en el  intestino d el transmisor y  en l os medios de c ultivo convencionales; 

mide de 16 a 18 μm de largo, presenta forma de huso y al ser teñido, el cinetoplasto se observa anterior 

al núc leo en l a p arte media d el pa rásito, el  f lagelo emerge del  c inetoplasto c on l a 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 μm, 

presenta forma semiesférica, cuando es teñido con Giemsa, se observa el núcleo y a un l ado del mismo, 

el cinetoplasto en forma de bastoncillo, esta es la forma replicativa en el huésped vertebrado Este 

parásito s e di vide por fisión binaria l ongitudinal, es  pol imórfico y  s e des criben 4 f ormas pr incipales en s u 

ciclo de vida, tripomastigote metacíclico, tripomastigote sanguíneo, epimastigote y amastigote. 

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) 
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Figura 2-. Morfología de T. cruzi. 
Cortesía: Dra. Paz María Salazar Schettino (Facultad de Medicina, UNAM) 

T. cruzi presenta una es tructura poblacional f ormada p or c epas o  c lones c on c aracterísticas biológicas 

variables. El genoma de, es diploide con un tamaño de 106,4-110,7 Mb caracterizado a partir de la cepa 

CL B rener, hi brido de I  y  II, organizado en 28 c romosomas diploides en c asi t odas l as cepas de T. cruzi, 

codifica aproximadamente 12,000 genes, con gran número de genes repetidos en tándem (13). 

Actualmente T. cruzi se clasifica en seis unidades discretas de t ipificación clasificadas como Tc I al Tc VI 

y un genot ipo recientemente descrito, Tc bat , que i nfecta a murciélagos frugívoros (14, 15). 
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Tabla 1- Clasificaciones de T. cruzi. Zimodemos (16), DTU (14). 

Respecto a l a di stribución geográfica d e l as unidades di scretas de t ipificación de T. cruzi, Tc I  se ha 

encontrado desde Argentina hasta los Estados Unidos, mientras que Tc II al VI se encuentran 

distribuidas des de la Cuenca A mazónica has ta el  s ur de Argentina; sin em bargo, es posible encontrar 

regiones donde todas las unidades discretas de tipificación están presentes, como es el caso de 

Colombia, en donde Tc I se ha reportado de forma predominante y en una baja proporción, a Tc II, Tc III, 

Tc IV y Tc VI (17). 

Tabla 2- Características de clasificación de DTU´s para T.cruzi. 

Clasificación Anterior Nueva clasificación 

T. cruzi I Ribodema II/III Linaje 1 Zimodema 1 DTU I Tc l DTU I 

T. cruzi II Ribodema I Linaje 2 Zimodema 

DTU I b Tc lI DTU II 
DTU I c Tc lII DTU III 
DTU I a Tc lV DTU IV 
DTU I d Tc V DTU VI 
DTU I e Tc VI DTU VI 

Genotipo Distribución Asociación con la manifestación clínica 

TcI Sur, Centro y Norte 
América 

Asociado a manifestaciones cardíacas, poco frecuente en 
megaesófago y megacolon 

TcII 
Transmisión doméstica, 
Cono Sur, poco en Norte 
América. 

Asociado a manifestaciones cardíacas, megacolon y 
megaesófago. 

TcIII Sur América Rara la infección en humanos. Se han descrito en algunos 
casos agudos en la Amazonia de Brasil. 

TcIV Norte y Sur de América Descrito en infecciones en Venezuela y el norte de 
Sudamérica. 

TcV Cono Sur, Chaco y sur de 
Brasil 

Fuertemente asociado a ciclos domésticos y 
particularmente en humanos. Presente en cardiópatas y en 
megaesófago y megacolon. Frecuente en casos 
congénitos en el Cono Sur. 

TcVI Cono Sur, Chaco. 
Fuertemente asociado a ciclos domésticos. Asociado en 
pacientes cardiópatas. Alta prevalencia en perros en el 
Gran Chaco. 
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T.cruzi infecta 150 es pecies de 24 f amilias de ani males domésticos y s ilvestres (5). E l ciclo biológico del  

parásito involucra el artrópodo transmisor (triatomino) y un gran número de reservorios mamíferos 

además del  humano, (tlacuache, armadillo, ratón de campo, rata, perro, gato, bo vino, ar dilla, bu rro y 

cerdo, entre ot ros) ( 18). El ciclo inicia cuando un triatomino ingiere sangre con tripomastigotes 

sanguíneos de un mamífero infectado, en la luz del intestino medio del insecto, se transforman en 

epimastigotes e i nician l a r eproducción p or fisión binaria l ongitudinal; en un l apso d e ap roximadamente 

15 a 3 0 días, se desarrolla la fase de tripomastigote metacíclico 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 

alimenta d e un m amífero s ano, s u es tómago s e l lena a r epleción y  em ite dey ecciones c on 

tripomastigotes metacíclicos, los cuales atraviesan la piel o las mucosas y pueden ser fagocitados por l as 

células del sistema fagocítico mononuclear transformándose en amastigotes; estos últimos se multiplican 

por fisión binaria l ongitudinal pa ra finalmente t ransformarse e n t ripomastigotes s anguíneos, l os c uales al 

lisar las células del huésped que han invadido, se liberan al torrente circulatorio, para infectar otras 

células como m acrófagos, musculares o incluso neuronas para finalmente, en el  m omento en que un 

triatomino se alimente de l a s angre del vertebrado con tripomastigotes s anguíneos iniciará un nuevo 

ciclo. Los amastigotes pue den p ersistir l atentes d urante d écadas, s e resguardan en forma i ntracelular y  

ocasionan lentamente daño a los tejidos. Las células invadidas inician un reclutamiento y fusión 

lisosomal dependiente de microtúbulos en el sitio de unión a la membrana plasmática de l a célula diana. 

El ambiente ácido en el sitio de fusión activa una proteína tipo porina que permite al tripomastigote 

escapar de la vacuola fagocítica para desarrollar la fase de amastigote en el citoplasma e iniciar la 

reproducción para continuar con el c iclo e infectar otras células. La virulencia de l os tripomastigotes, 

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

Figura 3- Ciclo Biológico Natural de Trypanosoma cruzi 
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MECANISMOS DE TRANSMISIÓN Y DE INFECCIÓN 

En el humano, la infección por T.cruzi es a dquirida por varios m ecanismos; el  m ás i mportante es el  

natural, el  c ual s e l leva a c abo p or medio d e un t riatomino i nfectado; es ta forma d e t ransmisión es  muy 

común en áreas rurales, donde l as características de l a vivienda y el ecotopo, facilitan la colonización de  

los i nsectos en el  ni cho doméstico. E n l as zonas urbanas, s e presenta l a s egunda forma de t ransmisión, 

relacionada c on la transfusión de sangre o s us componentes y  que se origina por la migración de la 

población rural a las ciudades donde más del 70% de la población está compuesta por inmigrantes 

provenientes de zonas con alta prevalencia (20). Las tasas de infección en Bancos de Sangre de 

algunas ciudades del Continente Americano se encuentran ent re el 3% y el 53%, dependiendo del país y 

de la normatividad en el mismo (2). La tercera vía de transmisión, es conocida como connatal o vertical y 

se presenta tanto en zonas rurales como urbanas; esta vía, involucra mujeres infectadas en edad 

reproductiva, que infectan a sus productos durante l a gestación, nacimiento o l actancia y puede producir 

desde aborto hasta di versas fetopatías. O tros m ecanismos de t ransmisión m enos frecuentes, son l os 

trasplantes de ór ganos y  t ejidos, ac cidentes de l aboratorio y  en l os úl timos años , l a t ransmisión oral. La  

transmisión p or t rasplantes de ór ganos en hospitales s e or igina c uando un r eceptor no i nfectado r ecibe 

algún ó rgano de un donador i nfectado; es ta i nfección p uede exacerbarse de bido a l a i nmunosupresión 

requerida p ara el  t rasplante. Los  ac cidentes de l aboratorio s e han r eportado t anto en p aíses endémicos 

como no en démicos en personal involucrado c on estas acciones. La transmisión oral, se produce por 

ingerir alimentos c ontaminados c on el  parásito. 

VECTORES 

Es un artrópodo hem atófago qu e pe rtenece a l a c lase Insecta, or den Hemíptera, familia Reduviidae y  a 

la s ubfamilia Triatominae (21). S u t amaño es  variable, s egún l a es pecie, pero en pr omedio m iden d e 1. 5 

a 3. 5 c m, s on de hábitos pr incipalmente n octurnos, aun que M. Pallidipennis puede e ncontrar  en pleno 

día. En la República Mexicana han sido reportados 32 especies dentro de ocho géneros: Belminus, 

Dipetalogaster, Eratyrus, Panstrongylus, Paratriatoma, Rhodnius, Meccus y Triatoma (esta última con 19 

especies) am pliamente distribuidas en el  pa ís (22). El t ransmisor es  c onocido en M éxico con diversos 

nombres comunes según la región y destacan los siguientes: chinche besucona, chinche asesina, 

turicata, c hinche t rompuda, c hinche voladora, c hupasangre, c hinche c on pi stola, t alaje, pi ck, ent re ot ros 

(18). 

Los t riatominos s on hemimetábolos y su ciclo de vida i ncluye los es tadios de huevo, c inco ninfales y  

adultos hembra y macho; el  t iempo que se requiere para llevar a c abo el ciclo de vida, es variable según 

la es pecie, humedad, t emperatura y disponibilidad de alimento. E xisten f actores que contribuyen a la 

colonización, proli feración y mantenimiento en la naturaleza de los triatominos relacionados con las 
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condiciones de construcción de las viviendas que crean micro hábitats adecuados (viviendas con 

hendiduras, gr ietas en pa redes y  t echos, muros de bar ro y  hojas de p almeras), as í c omo el  apilamiento 

de maderas piedras y tejas (23). 

La transmisión natural de T. cruzi se l leva a c abo e n t res c iclos; en el  doméstico, el  vector c oloniza l a 

vivienda humana en áreas rurales y suburbanas; en el peridoméstico, se mantiene alrededor de la 

vivienda hu mana y  en el  s ilvestre s e p resenta alejado de as entamientos hum anos, c on participación de  

reservorios silvestres y ecotopos naturales (24) (25). En México, se realizó un estudio en el que se 

documenta su i mportancia c omo vectores y se s eñala que existen dos  es pecies i ntradomiciliadas que 

son T. barberi y T. dimidiata; en este estudio, se determinaron los porcentajes de metaciclogenia 

encontrándose en T. barberi 76.6% y T. dimidiata 26%, por  lo c ual la es pecie que f unge como mejor 

transmisor es  T. barberi por presentar m ayor p orcentaje de t ripomastigotes m etacíclicos 

(metacicliclogenia) y menor t iempo ent re al imentación y defecación (18). 

CUADRO CLÍNICO 

Actualmente s e des criben 2 fases de la enfermedad, aguda y c rónica; esta úl tima dependiendo de la 

existencia de s íntomas y  s ignos c aracterísticos s erá c rónica s intomática o c rónica as intomática ( también 

denominada i ndeterminada).Durante l a fase aguda, s olo el  5%  p resentan l as m anifestaciones 

relacionadas c on el  s itio d e p enetración d el p arásito qu e s on el  s igno de Romaña, (edema bi palpebral 

unilateral c on c ambios de c oloración y  du ración d e 2 a 3 s emanas), el c hagoma de i noculación ( lesión 

nodular, t ambién c on cambios de c oloración); am bas l esiones s e ac ompañan de a denitis y linfangitis 

regional. E n es ta fase l os s íntomas y  s ignos, ap arecen usualmente al 1 0º d ía después de  l a i nfección. 

Las manifestaciones s istémicas s on fiebre d e 3 8ºC, h epato-esplenomegalia, ed ema, as tenia, hi porexia, 

cefalea, m ialgias y  a rtralgias. E n m enos del  1% p ueden pr esentarse c omplicaciones c omo s on c arditis 

aguda o meningoencefalitis lo cual lleva a la muerte principalmente en el primer año de vida o en 

ancianos. En la historia natural de la enfermedad, el 70% de los individuos infectados cursan 

asintomáticos La fase crónica asintomática se presenta después de 10 a 20 años de la infección o 

incluso puede abarcar t oda la vida; está c aracterizada po r la ausencia de síntomas y  s ignos, solo s e 

detecta por serología y ocasionalmente por el aislamiento del parásito el cual debido a la baja 

parasitemia es muy difícil de detectar; la importancia de esta fase, radica en que estos individuos, 

significan un alto riesgo para la transmisión en bancos de sangre. La fase crónica sintomática se 

presenta ap roximadamente e n el  30%  d e l os i ndividuos i nfectados, c on l esiones c ardiacas, di gestivas o 

neurológicas (26). En l a m iocardiopat ía chagásica, us ualmente se presenta insuficiencia c ardíaca c on 

cardiomegalia. Las manifestaciones clínicas más comunes son disnea progresiva, palpitaciones, algias y 

edema de miembros inferiores con trastornos de conducción, usualmente bloqueos del haz de His, 

generalmente de r ama der echa y  arritmias; c uando s e presenta e n j óvenes, el  t razo electrocardiográfico 

más frecuente es el bloqueo aurículoventricular lo que requiere en forma temprana instalación de 

10 



marcapasos. Se ha obs ervado qu e l a i nfección es  más frecuente en el  s exo femenino p ero el  des arrollo 

de l a enf ermedad s intomática l o es  en el  masculino. E n l os úl timos años  s e ha det ectado l a fase c rónica 

sintomática incipiente en menores de 18 años, algunos de ellos con el  antecedente de ha ber presentado 

la f ase aguda 2 años antes; todos ellos con s erología p ositiva y  cuyos s íntomas m ás frecuentes s on 

palpitaciones, di snea d e g randes es fuerzos y algias precordiales con bloqueo incompleto de la rama 

derecha d el haz  de His (27). E n el  megaesófago, l os s íntomas s on dol or y  di ficultad p ara degl utir. E n el  

megacolon s e pr esenta meteorismo y es treñimiento, el  c ual puede ser d e 3 semanas o m ás y  puede 

generar ulceración de la mucosa con el riesgo de perforación de la misma. 

Figura 4- Signo de Romaña. Paciente del estado de San Luis Potosí 
Cortesía: Dras. Salazar y Bucio. 

Figura 5-Miocardiopatía chagásica con cardiomegalia. Paciente masculino de 47 años de edad. 
Cortesía: Dras. Salazar y Bucio. 
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Figura 6 Megas digestivos en México 
Izquierda: Megaesófago. Primer caso en México (paciente femenino de 26 años). 

Derecha: Megacolon. Primer caso en México (paciente masculino de 51años). 
(Cortesía: Dra. Paz María Salazar Schettino). 

DIAGNÓSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

La det erminación d e formas pa rasitarias y  de ant icuerpos ant i-Trypanosoma cruzi forman l os elementos 

relevantes para el diagnóstico de laboratorio. El diagnóstico parasitológico se realiza durante la fase 

aguda de la infección, la cual es de muy corta duración, respecto a la fase crónica. Las pruebas 

serológicas, tienen como finalidad la detección y confirmación de individuos infectados o enfermos y son 

útiles, además, pa ra l a e valuación d e medidas t erapéuticas y  el  monitoreo de p rogramas s anitarios. S e 

realizan con base en dos criterios: cuando se requiere detectar fácil y rápidamente un individuo i nfectado 

(tamizaje o “ screening”) y deben mostrar al ta sensibilidad, au n cuando la especificidad sea m enor; o 

bien, c uando sea n ecesario c onfirmar c asos, y a sea por pr esentar reactividad en p ruebas de t amizaje o  

por existir ant ecedentes c línicos y /o epidemiológicos c ompatibles c on el  padecimiento, a estas pruebas 

se les denominan confirmatorias y deben mostrar sensibilidad y especificidad elevadas. Respecto al 

diagnóstico serológico, la OPS/OMS recomienda lo siguiente: 
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Tabla 3- Métodos para el diagnóstico de la infección por Trypanosoma cruzi (28). 
HAI- Hemaglutinación Indirecta,  ELISA- Inmunoensayo enzimático (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”),  RCP-

Reacción en cadena de la polimerasa. 

Diagnóstico de Gabinete 

Los primeros estudios de gabinete empleados para el diagnóstico, son los radiológicos donde se pueden 

detectar diversos grados de dilatación cardiaca (cardiomegalia) o de cavidades con crecimiento único de  

ventrículo izquierdo, de ambos ventrículos y  congestión vascular pul monar; la experiencia al  r especto, 

señala la existencia de casos de cardiopatías en donde se observan siluetas cardíacas dentro de límites 

normales; por  es ta r azón, s i ex isten l os r ecursos nec esarios, s e r ecomienda el  em pleo de l a 

Electrocardiografía (ECG) qu e en esta cardiopatía m uestra alteraciones s egún l a f ase evolutiva de la 

enfermedad; en l a agu da, l os registros, generalmente son inespecíficos y  en l a c rónica puede mostrar 

alteraciones del ritmo y bloqueos de rama incompletos o completos; estas alteraciones pueden sugerir el  

diagnóstico de l a m iocardiopatía c hagásica; s in em bargo, s e d eben c onsiderar l os d atos 

epidemiológicos, s erológicos y  c línicos. E n l a ecocardiografía, s e o bserva generalmente m iocardiopat ía 

dilatada c on an ormalidades en el movimiento d e l a pa red y  en al gunos c asos adel gazamiento o i ncluso 

aneurisma apical (signo pat ognomónico). 

CITOCINAS 

La palabra citocina proviene del griego cito (célula) y k inein (movimiento), las citocinas son glicoproteínas 

reguladoras de varios m ecanismos i nmunes que s e c aracterizan por ser de baj o peso molecular y  ser 

secretadas por varios tipos de células; en el sistema i nmune son secretadas por linfocitos, por lo cual se 

han denominado interleucinas (IL); sin embargo, algunas de ellas han sido detectadas en ensayos 

funcionales in vitro, po r l o cual s u denom inación s e basa en la función bi ológica c omo es el  c aso del  

factor de necrosis t umoral (TNF) y  el  factor t ransformador de t ejidos ( TGF); t ambién s e h an c lasificado 

según s u estructura pr oteica o tipo de conformación es tructural alfa hélice o beta plegada. Existe un 

subconjunto de citocinas con función efectora sobre la quimiotaxis y estimulación de l eucocitos llamadas 

MÉTODOS SEROLÓGICOS Y MOLECULARES PARA EL DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR 
TRYPANOSOMA CRUZI 

OBJETIVOS       CONVENCIONALES          NO CONVENCIONALES 

ELISA IFI HAI Antígenos 
Recombinados RCP 

Demostración serológica 
(se recomiendan dos pruebas) X X X X 

Detección en bancos de sangre 
(se recomienda una prueba) X 

Transmisión transplacentaria y perinatal 
(se recomiendan dos pruebas) X X X X 

Encuestas epidemiológicas 
(se recomienda una prueba) X X 

Seguimiento del tratamiento 
(se recomiendan dos pruebas) X X X X 
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quimiocinas; en gene ral, l as c itocinas tienen varias f unciones, es pecialmente e n l os pr ocesos 

inflamatorios, de transducción de señales, quimotaxis celular y activación de varias células (29). 

Figura 7- Diferentes conformaciones estructurales de las citocinas. 

Las c itocinas s e sintetizan en el ap arato de Golgi y  su t ransporte al  ex terior d e l a c élula es variable; 

pueden s er expulsadas por m edio de  vesículas del  retículo endoplasmático para s er ut ilizadas c omo 

mediadores s olubles o bien, pu eden p ermanecer unidas a l a membrana (como I L-1α o TNFα); pueden 

ser pr ocesadas en forma citosólica y  f inalmente, pueden volver al núcleo, do nde pueden actuar c omo 

reguladores transcripcionales (como en el  caso de IL-33 qu e s e une al  m ensajero d e N F-κβ). El peso 

molecular d e l a mayoría d e l as c itocinas es  baj o, ge neralmente m enor d e 30 kDa. Funcionalmente, l as 

citocinas pueden actuar de di versas formas, denominadas pleiotrópicas (múltiples efectos al actuar sobre 

diferentes c élulas), redundantes ( varias c itoquinas p ueden ejercer el m ismo efecto) y  s inérgicas ( dos o  

más citoquinas producen un e fecto que se potencia mutuamente). Los factores que inducen su expresión 

son di versos, principalmente el contacto de un receptor tipo TLR con un PAMS o DAMS, contacto célula-

célula, pr esencia de anticuerpos, activación del  complemento, pr esencia de c omponentes de la m atriz 

extracelular y  presencia de ADN propio o microbiano, ent re otros (29). 
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CITOCINA kDa CÉLULA PRODUCTORA ACTIVIDAD 

IL-1ra 17 Monocitos Inhibe la actividad de la IL-1 mediante la unión a receptor de 
IL1R1. 

IL-1β 18 Fagocitos mononucleares, 
neutrófilos, células epiteliales 

Induce la liberación de histamina en mastocitos, actividad 
quimotáctica sobre los granulocitos. Induce la expresión de 
prostanglandinas; junto con la IL-6 induce la expresión de 
proteínas de fase aguda.  

IL-2 20 Linfocitos T y en menor 
cantidad células B activadas 

Crecimiento y diferenciación de células T, B, NK, monocitos y 
macrófagos. Producción de IFN-Ɣ e IL-4. Expansión de células 
citotóxicas. Previene autoinmunidad y mantiene la homeostasis 
del sistema inmune. 

IL-4 20 Linfocitos Th2, células 
cebadas 

Desarrollo de la sub-población Th2 de manera autócrina, 
antagoniza con IFN-Ɣ e inhibe reacciones inmunitarias. 

IL-6 26 
Macrófagos, fibroblastos, 
células endoteliales y linfocitos 
T. 

Induce la síntesis de proteínas de fase aguda, efectos sistémicos 
de inflamación, producción y respuesta de neutrófilos. 

IL-10 18 Macrófagos activados y 
linfocitos T. 

Inhibe la síntesis de IFN-Ɣ e IL-12 y expresión de moléculas co-
estimuladoras y moléculas CPH clase II en macrófagos y células 
dendríticas. 

IL-12 35 Fagocitos mononucleares, 
células dendríticas 

Estimula la función citolítica de linfocitos, NK y linfocitos CD8+. 
Proliferación tipo Th1, maduración de células T, activación de 
células B. 

IL-15 15 Monocitos, fibroblastos, 
células B, células dendríticas 

Activación de células T y mantenimiento de éstas, maduración de 
NK, activación de fibroblastos y cambio de isotipo en células B. 

TNF-α 26 
Fagócitos mononucleares, 
linfócitos T, NK, células 
cebadas. 

Estimula moléculas de adhesión y atracción de neutrófilos y 
monocitos a zonas de infección. 

IFN-Ɣ 20-
25 NK, Th1 CD4+ y TCD8+ 

Favorece la diferenciación de linfocitos hacia Th1. Refuerza la 
función microbicida de macrófagos, estimula la síntesis de 
oxígeno y óxido nítrico. Activa neutrófilos, promueve la actividad 
citolítica de linfocitos NK. Estimula la producción de moléculas 
CPH clase I y II y de LMP-2 y LMP-7 del proteosoma. En linfocitos 
B, favorece la producción de IgG y opsonización de 
microorganismos. 

TGF-β 25 Fibroblastos, monocitos, 
células T, y plaquetas. 

Inhibe la proliferación, diferenciación y activación de linfocitos T, 
macrófagos, neutrófilos y células endoteliales. Estimula la síntesis 
de IgA. Estimula los procesos de cicatrización y antagoniza con la 
respuesta Th1. 

lL-17 20-
30 Células TH17 

Estimula la producción de quimiocinas, de citocinas por los 
fibroblastos, de MMP e induce el reclutamiento de neutrófilos al 
sitio de infección. 

Tabla 4-Características de algunas citocinas en la respuesta inmune. 
kDa- Peso molecular en kilodaltones. NK- células asesinas naturales, CPH- complejo mayor de histocompatibilidad. 
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INMUNIDAD CONTRA T. CRUZI 

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

tipo “ toll” de l a c élula hu ésped ( TLR4, T LR2 y  TLR9), al gunos ant ígenos c omo el  gl icosilfosfatidilinositol 

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

TLR4 y T LR9) y ac tivan el  r eclutamiento del  adaptador M yD88, que a  s u vez r ecluta TRAF6 que i nduce l a 

fosforilación de las cascadas de MAPK, lo que inducen la translocación de JNK y NF-kβ al núcleo, que induce la 

expresión de TNF-α, IL-12, y las moléculas coestimuladoras (30-32). 

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

Algunos aut ores ha n des crito P AMMS p rocedentes del  parásito qu e i nducen l a pr oducción de c itocinas 

como se muestra a continuación: 

Tabla 5- Antígenos de T.cruzi que inducen expresión de citocina. 

ANTÍGENO CITOCINA QUE INDUCE REFERENCIA 

Glicosilfosfatidilinositol Sinergiza con IFN-Ɣ, induce la producción de óxido nítrico en 
macrófagos (99) 

Antígeno Tc52 Sinergiza con IFN-Ɣ, induce IL-1, IL-12 e IL-10 (98) 

Cruzipaina 
Estimula macrófagos para secretar IL-10 y TGF-β, lo que favorece 
la reproducción de T. cruzi. Induce IL-4, IL-5 e IL-10 y genera bajos 

niveles de IFN-Ɣ e IL-12. 
(101) 

Antígeno de membrana 
de cinetoplastidos (KMP-

11) K1
Estimula en linfocitos CD8+ la producción de IFN-Ɣ (102) 

Antígeno binante 
TcSSP4 Estimula la producción de IL-1a, IL-6, IL-12, IFN-Ɣ y TNF-α (103) 

Trans-sialidasa IL-6 (100) 
CRA Antígeno 
citoplásmico Estimula en los linfocitos T CD8+ la producción de IFN-Ɣ y TNF-α. (104) 
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INMUNOPATOGENIA DE LA CARDIOPATÍA EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

El proceso i nmunopatogénico d e l a c ardiopatía chagásica es m uy complejo; inicia c on el desarrollo de 

diferentes mecanismos desencadenados por la multiplicación i ntracelular del  amastigote con l o que s e 

genera l isis de l as c élulas m iocárdicas y  l a ac tivación d e l a respuesta i nmune específica c ontra T. cruzi 

con la c onsecuente liberación d e c omponentes de l a c élula h uésped que genera como c onsecuencia 

autoinmunidad con auto-anticuerpos y células T reactivas; estos auto-anticuerpos pueden generar 

lesiones mediante la vía del complemento y activación de macrófagos (33). Los linfocitos T citotóxicos no 

solo l isan l as c élulas i nfectadas, s ino t ambién c ontribuyen a l a des trucción d e l as c élulas ady acentes; al  

respecto, a l a fecha se han descrito ant icuerpos con r eactividad c ruzada con m últiples es tructuras del 

vertebrado; es ta l esión t isular, g enera l a pr oducción d e TNF-α, c on pr oducción d e óx ido n ítrico, el  c ual 

también s e p roduce l ocalmente d e f orma di recta c on l o que finalmente s e gen era l a l esión cardiaca por 

estrés oxidativo (34). 

Este pr oceso continúa en la fase c rónica a pes ar de la disminución de l a p arasitemia t isular, c on la 

formación de pequeños focos inflamatorios con el consecuente daño tisular para finalmente generar 

fibrosis c on el  des arrollo de l a m iocardiopat ía dilatada c aracterística, s egún s e m uestra en l a s iguiente 

figura: 

Figura 9- Inmunopatogenia de la cardiopatía chagásica. (Modificado de 34) 

I-Multiplicación de T. cruzi 
II-Autoanticuerpos 
III-Activación de macrófagos 

IV-Generación de linfocitos T CD8+ auto-reactivos 
V-Destrucción de células adyacentes 
VI-Daño cardiaco extenso por estrés oxidativo 
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CRECIMIENTO  DE CAVIDADES 

Otros i nvestigadores des criben 4 m ecanismos i nvolucrados en el  des arrollo de l a l esión e n l a 

cardiopat ía. Trastornos del sistema nervioso autónomo, alteraciones microvasculares, alteraciones 

producidas por  l a p ropia presencia del pa rásito y  l esiones m iocárdicas mediadas por la respuesta del  

sistema inmune (35) 

 

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

TRATAMIENTO ANTIPARASITARIO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

El tratamiento contra l a infección por T. cruzi consiste en el empleo de dos fármacos, 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 

específicos contra T. cruzi; estas drogas inicialmente fueron empleadas exclusivamente para la fase 

aguda y en los últimos añ os, para l a f ase crónica de la infección-enfermedad en población i nfantil y 

joven. Las metas del t ratamiento específico contra l a infección por T. cruzi son eliminar al parásito de l as 

personas infectadas para disminuir l a probabilidad de desarrollar patología cardiaca o digestiva, cortar la 

cadena de t ransmisión de T. cruzi y disminuir l a tasa de i nfección (20). 

El mecanismo de ac ción del ni furtimox se basa en la c apacidad del  fármaco a r educirse en forma de 

aniones superóxido, peróxido de hidrogeno y radicales hidroxilo; estos radicales se unen a las 

biomoléculas estructurales de T. cruzi y originan peroxidación de l ípidos y por lo tanto, alteraciones de la 

membrana celular, degradación de ADN y mutagénesis. T. cruzi, presenta bajos niveles de enzimas 
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como l a glutatión-reductasa, c on f unción d e reducir el  pe róxido d e hidrogeno y  radicales l ibres l o c ual l o 

hace vulnerable a dichos radicales (36). 

La acción parasiticida del benznidazol, se debe a la producción de metabolitos reducidos del grupo nitro, 

los cuales se unen covalentemente a macromoléculas celulares (de igual forma que el nifurtimox), 

incluyendo A DN, provocando una i nterrupción en la producción de proteínas (36). 

CITOCINAS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

En la fase aguda de l a enfermedad de Chagas, se desarrolla una respuesta que i nvolucra principalmente 

la activación de células fagocíticas citotóxicas (CD8+) y NK. En esta fase se producen citocinas 

proinflamatorias c on el  f in de r eclutar e i nducir l a ac tivación de m onocitos al  s itio de i nfección (37); es te 

proceso es  importante pa ra el  c ontrol de l a replicación del  par ásito mediante una r espuesta t ipo Th1 ( IL-

1, IF N-Ɣ y T NF-α), donde las células fagocíticas son activadas por interferón gama ( IFN-Ɣ), el cual activa 

la sintetasa inducible de óxido nítrico de macrófagos (iNOS) y la generación de óxido nít rico (NO), con lo 

que se estimula la lisis parasitaria intracelular (38), además de inducir en el hígado la s íntesis de 

proteínas de fase aguda (39, 40.) 

El mecanismo más importante pa ra un a respuesta eficaz al  inicio de l a i nfección por T.cruzi es i nducido 

por IFN-Ɣ (41), al inducir la producción de óxido nítrico en macrófagos para iniciar el control de la 

parasitemia s anguínea durante la fase t emprana de l a en fermedad ( 42); existen c itocinas q ue induce 

susceptibilidad a T. cruzi reduciendo l a p roducción de IFN-Ɣ y óxido nítrico en macrófagos durante la 

fase t emprana de l a i nfección como pue de s er I L-10 e I L-4; s in embargo, en l a fase c rónica s intomática, 

en miocardio, estas citocinas son referidas para el control de citocinas pro-inflamatorias y su baja 

expresión se asocia a susceptibilidad (43).  

Es importante s eñalar q ue d urante l a f ase agu da d e l a en fermedad, l a respuesta Th1 c on l a producción 

de citocinas como TNF-α e IFN-Ɣ, que en un principio protege al huésped de la infección, en etapas más 

avanzadas, se asocia con el daño tisular en miocardio con una respuesta inflamatoria exacerbada; por lo 

tanto, un a decuado c ontrol de es tos mediadores p or m edio de c itocinas ant i -inflamatorias c omo I L-10 y  

TGF-β, atenúan este daño originado por l a pr esencia d e l infocitos T c itotóxicos y  macrófagos ac tivados 

(48, 49, 50, 51).  

En fase c rónica, l a pr incipal c itocina implicada es  el  TGF-β, cuya función es importante en la regulación 

de la formación y degradación de matriz extracelular, además de inducir la expresión de varios 

componentes de m atriz ex tracelular (53), pr incipalmente fibronectina, l aminina y  c olágeno; po r ot ro l ado, 

se han  des crito otras c itocinas que r egulan l a f ibrosis en m iocardio q ue s on c onsideradas 

profibrogénicas, como s on el  f actor de nec rosis tumoral al fa (TNF-α), endotelina, factor de crecimiento 
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derivado d e pl aquetas ( PDFG), f actor de c recimiento bás ico de fibroblastos ( BFGF), pr oteína 

quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), proteína inflamatoria de m acrófagos 1-alfa (MIP-1α), IL-1, IL-5, 

IL-8 e IL-13. 

En la siguiente tabla se resume la función de las citocinas según la fase clínica. 

Tabla 6- Función de algunas citocinas según la fase clínica de la infección-enfermedad 

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

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

siguiente t abla: 

Tabla 7- Principales citocinas y receptores de quimiocinas reportados como inductores de susceptibilidad y 
protección en la infección por T. cruzi. 

CITOCINA FASE 
CLÍNICA FUNCION

IL-1β Crónica  Con ac tividad profibrogénica junto c on IL-6 se a socia a disfunción del 
miocardio por apoptosis (35). 

IFN-Ɣ, Aguda y 
Crónica  

Activación de fagocitos contra T. cruzi en fase aguda (47; 48), en fase crónica 
se asocia la respuesta Th1 en la cronicidad de la enfermedad. 

IL-6 Crónica Relacionada con disfunción del miocardio (35), y e stimula la producción de 
IFN-Ɣ (44).  

TGF-β e IL-10 Aguda y 
crónica 

TGF-β Implicada en los procesos f ibróticos como reguladora del proceso de 
cicatrización y depos ición de m atriz e xtracelular (53), IL-10 anti-inflamatoria 
reguladora del proceso inflamatorio crónico (52). 

IL-2 e IL-15 Aguda y 
Crónica 

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

IL-17 Crónica y 
Aguda 

En linfocitos TH17, son capaces de reconocer auto-antígenos (56); o bien, es 
producida tempranamente en fase aguda, puede modular la respuesta Th1 y 
controlar el proceso inflamatorio. 

PROTECCIÓN SUSCEPTIBILIDAD 

IL-2, IL-12, IFN-Ɣ, TN F-α, IL-10 
Encontrados en mayor concentración en 
ratón y en pacientes asintomáticos. 

IL-1, IL-6, IL-15, IFN-Ɣ, TNF-α. Encontradas en gran cantidad en 
ratón y en pacientes cardiópatas. 
IL-10, IL-4.En baja proporción en pacientes cardiópatas  (105, 106). 
IL-2. En ratón se asocian bajos niveles a susceptibilidad (107). 

TNF-α 
La estimulación in vitro de macrófagos con 
IFN-Ɣ, TN F-α, induce la disminución de 
amastigotes (51) 

TGF-β, IL-10 
En cultivos de macrófagos, la estimulación con altos niveles de 
TGF-β e IL-10, inhibe la acción tripanocida del IFN-Ɣ (51). 

IL-17-A 
En ratón, en fase aguda ayuda al control 
del parásito. 

IL-17 
En ratón, su alta expresión se asocia a destrucción del miocardio 
(79). 
CCL3 y CCL5 
En ratón su alta expresión se asocia a destrucción del miocardio 
(108). 

CCL3 
Está involucrada en el reclutamiento de 
macrófagos durante la infección aguda. 

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 y CXCL10. 
En ratón su alta expresión es encontrada en el infiltrado inflamatorio 
(109, 110). 
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En el siguiente esquema  se muestran algunas de las citocinas involucradas en la enfermedad de Chagas en las 
fases agudas y crónica sintomática. 

Figura 11- Principales citocinas presentes durante las fases aguda y crónica en la enfermedad de Chagas 
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JUSTIFICACIÓN 

En l a hi storia nat ural de l a en fermedad, el  70%  de l os c asos de l os individuos qu e s e i nfectan t iene una  

evolución favorable, con resolución no solo de la i nfección, sino también del proceso inflamatorio; el 30%  

restante evoluciona a l a fase crónica sintomática, de l os c uales el 27% presentarán m anifestaciones 

cardiacas (la mayoría relacionadas con la fibrosis característica que se presenta especialmente en 

miocardio) y el  3 %  r estante c on l esiones en ot ros ór ganos, pr incipalmente c olon, es ófago o S NC (26). 

La pe rsistencia del  par ásito auna do a un a respuesta i nmune i nflamatoria pe rsistente i nduce l as l esiones 

características de la enfermedad en fase crónica; sin embargo, los mecanismos inmunológicos que 

intervienen e n el  desarrollo d e es ta fase aún c ontinúan esclarecerse ( 35); po r es ta r azón, s e r equieren 

estudios en los cuales se analice esta respuesta inmune, específicamente c on l as citocinas involucradas 

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

La i nformación qu e ex iste en l a pat ogénesis de l a enf ermedad de C hagas en r elación a l os mecanismos 

inmunes, s e ha s ustentado en es tudios realizados pr incipalmente en m odelos ex perimentales c omo s on 

ratón o c ultivos c elulares donde se sugiere que l as citocinas son c omponentes integrales del s istema 

intercelular nec esario p ara modular y  c ontrolar l a en fermedad (59,60); s in embargo, el  per fil de c itocinas 

que s e presenta durante la infección humana con T. cruzi, es poc o c onocido (58, 61); la mayoría de 

estos estudios han s ido realizados principalmente en Sudamérica, donde se han estudiado generalmente 

adultos c on pat ologías crónicas s everas, al  respecto, es  bien s abido qu e el  c omportamiento d el par ásito 

varía s egún el  pa ís o r egión de origen ( 14) (por l o c ual, s e requieren es tudios c on po blación mexicana, 

como es el presente, en el cual se incluyen individuos menores de 18 años, asintomáticos y sintomáticos 

con patologías incipientes y severas ya que la cardiopatía en esta enfermedad, ha sido descrita 

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

La respuesta Th1 qu e es  i nducida po r c itocinas es pecíficas, pr incipalmente po r IFN-Ɣ, es considerada 

como protectora du rante l a fase agu da; es ta respuesta c ontinua y  c arente de r egulación, c ontribuye a l a 

cronicidad d e l as m anifestaciones c ardiacas (51). E xisten ot ras c itocinas i nvolucradas e n l a progresión 

del da ño t isular hac ia l a fase crónica s intomática, donde es de suma importancia la r egulación d e los 

procesos fibróticos; al respecto, citocinas como el TGF-β (implicada en la deposición de la matriz 

extracelular y  procesos fibróticos) j unto c on TNF-α, MIP-1α, IL-1, IL -8 e I L-13, (62), ac túan en m iocardio 

donde la fibrosis, c línicamente, s e r efleja c on motilidad anormal de l as cavidades c on deterioro de la 

función c ardiaca global. En l a respuesta ant i-inflamatoria, l a IL-10 regula l a respuesta t ipo TH1 y  finaliza 

los procesos i nflamatorios de l a fase agu da; s in embargo, c uando s u ex presión es  muy t emprana pue de 

inducir aumento en la parasitemia durante l a fase aguda. También se ha demostrado que durante la fase 

crónica, el  par ásito pue de i ncrementar l a ex presión de I L-10 y  TGF-β en macrófagos, l o c ual c ondiciona 

un i ncremento en l a r eplicación de T.cruzi  (63, 64); respecto a l a I L-4, s e ha observado q ue p uede s er 

inducida por el parásito y  desencadenar funciones inmunosupresoras inhibiendo la acción microbicida 
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del IFN-Ɣ, también en m acrófagos, por  lo cual, se señala l a i mportancia de estudiar l as citocinas anti-

inflamatorias que i ntervienen en l a progresión de la fase c rónica (65). 

Actualmente ex isten dos  f ármacos con efectividad r elativa durante la fase ag uda, el  Benznidazol, y el 

Nifurtimox (66, 67). A pesar de la menor efectividad observada en fase crónica varios análisis han 

sugerido que el tratamiento durante esta fase evita la progresión de la enfermedad aun cuando el 

parásito no s ea el iminado del  t odo (68, 69). Uno de l os pr incipales factores qu e i nfluye e n l a eliminación 

del parásito, es la acción cooperativa entre los efectos del fármaco y la respuesta inmunológica del 

huésped (70, 71); al  respecto, poc o s e s abe ac erca de l os c ambios en l a respuesta i nmune des pués del  

tratamiento, es pecíficamente dur ante l as fases c rónica as intomática y  s intomática de l a enfermedad, por  

lo que se requieren estudios adicionales para comprender el impacto del tratamiento en el sistema 

inmunológico de estos pacientes (61), por esta razón, en el presente trabajo también se analiza la 

respuesta de l as citocinas en l os pacientes después de haber  sido tratados.  
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HIPÓTESIS 

La c apacidad de l os pacientes para enfrentar la infección por T. cruzi, depende del equilibrio entre l a 
respuesta inmune inflamatoria y  anti-inflamatoria. 

OBJETIVOS 

1. Determinar el perfil de las citocinas pro-inflamatorias IL-1β, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-17,

quimiocinas IL-8, MIP-1α y anti-inflamatorias IL1-RA, IL-4, IL -10 , IL-13 y TGF-β en individuos

mexicanos infectados con T. cruzi.

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

en diferentes fases de la enfermedad y su evolución clínica.

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

GRUPOS DE ESTUDIO 

La c onformación de la muestra fue a partir d e un grupo de i ndividuos seropositivos a la infección por 

T.cruzi. E l t amaño d e l a m uestra fue de 33 pacientes m exicanos en diferentes f ases de l a infección-

enfermedad originarios de los estados de Querétaro, San Luis Potosí y Veracruz. 

La c aracterización del  p erfil c línico-cardiológico de l os i ndividuos c ursando l as fases c rónica s intomática 

y crónica as intomática, s e r ealizó por medio de un estudio c línico-epidemiológico, el  c ual c onsistió en 

una historia clínica ad-hoc y tamizaje s erológico, posteriormente la confirmación serológica mediante 

ELISA, IFI y WB (este último en caso de ser necesario en los casos con valores dudosos o discordantes) 

y f inalmente, s e l e r ealizó a c ada pac iente el  es tudio c ardiológico que c onsistió en es tudio 

electrocardiográfico (ECG) y estudio ecocardiográfico (ECO), l os cuales se realizaron en l os servicios de 

cardiología pediátrica y Ecocardiografía en el Instituto Nacional de Cardiología “Dr. Ignacio Chavez”. 

Criterios de selección para la población de estudio 

Inclusión: 

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

• Aceptar participar en el estudio de investigación mediante firma de la carta de consentimiento

informado.

Exclusión: 

• Presentar ot ras patologías cardiovasculares

• Presentar alteraciones c ongénitas c on afectación c ardiovascular

Eliminación: 

• No concluir el estudio serológico o clínico-cardiológico

• Muestra i nsuficiente o contaminada

• Embarazo.

Los grupos de es tudio, s e c aracterizaron c línicamente mediante l os c riterios propuestos por K uschnir en  

1985, con modificaciones y la inclusión de un tercer grupo, según se muestra a continuación: 
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Grupo 1. Crónicos Asintomáticos 

Seropositivos a T. cruzi sin al teraciones en el  t razo electrocardiográfico, c on es tudio de ec ocardiograma 

normal o c on lesiones incipientes c onsideradas normales. 

Grupo 2. Crónicos Sintomáticos Incipientes 

Seropositivos a T. cruzi con B IRDHH o c on hipert rofia de s epto i nterventricular o de par ed pos terior, c on 

estudio de ecocardiograma con lesiones incipientes. 

Grupo 3. Crónicos Sintomáticos con lesiones francas 

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

que muestra l esiones francas.  

ESTUDIO ECOCARDIOGRÁFICO 

El t ipo de l esión c ardiaca q ue p resenta un i ndividuo c on en fermedad de C hagas, s e pue de an alizar p or 

medio d e es tudio ec ocardiográfico el  c ual pue de s er bi dimensional o t ridimensional y  per mite mostrar el  

engrosamiento d el s epto i nterventricular, de l a p ared p osterior, di sminución de l a fracción de expulsión, 

dilatación d e c avidades, pr incipalmente d e ventrículo i zquierdo, hi pertensión pulmonar y  al teraciones en  

la movilidad. 

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

Para la detección de anticuerpos IgG anti-T.cruzi, se realizó la técnica de ELISA Indirecta (72) en 

microplacas de poliestireno de 9 6 pozos con fondo plano (Corning Li fe Sciences Corp. MA. USA.), fijadas 

con 8 μg/mL de un extracto antigénico de T. cruzi; se i ncubaron dur ante l a noc he a 4° C; pos teriormente 

se bloquearon durante una h con PBS leche semidescremada al 5% (200 μL por pozo) a t emperatura 

ambiente (T.A.); las placas fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween 20 al 20%. Posteriormente se 

incubaron 100 μL de sueros controles positivo alto, positivo bajo, negativo y sueros problema en dilución 

1:100 durante 30 m in a 37ºC; s e realizaron 3 lavados y  se incubó con 100 μL del conjugado anti IgG 

humano-peroxidasa ( HRP-goat ant i hu man IgG, invitrogen, c at. 6 2-8420) e n dilución 1: 20,000 

(previamente t itulado) durante 30 min a 3 7°C, se realizaron 5 l avados y la reacción s e reveló c on el 

sustrato y  el  c romógeno (peróxido de hi drógeno en solución tampón de fosfato c itrato pH5, OPD), la 

reacción se detuvo a los 30 min con 100 μL por pozo de ácido sulfúrico 1N. La lectura de la D.O. se 

realizó en es pectrofotómetro de m icroplacas a 490 nm  (ELISA Microplate Reader, modelo 55 0, B io-Rad) 

(ANEXO 3). 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 

La s eparación p or p eso m olecular de l os c omponentes del  extracto ant igénico s e r ealizó p or 

electroforesis en geles di scontinuos de poliacrilamida en c ondiciones reductoras c on gel  c oncentrador al  

5% y gel separador al  12. 5% c on dodec il-sulfato de sodio (SDS) al 10%  (LaemmLi, 1970), en un equipo de 

electroforesis (Mini Protean III®, 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 ó amortiguador 

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 ustó para contener ap roximadamente 3 0 µ g de pr oteína por  carril en un am ortiguador de  

muestra comercial (Bio-Rad No. c at 161-0737). S e emplearon marcadores de peso molecular comerciales 

con rango ent re 15 y  250 k Da (Bio-Rad). Un gel  f ue t eñido c on az ul de C oomassie R-250 (Sigma) y  ot ro 

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

ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA (Western-blot) 

Los ensayos de Western Blot se realizaron después del corrimiento electroforético, se realizó la 

transferencia a m embranas de ni trocelulosa c on por o de 0. 45 µm en un ap arato T rans-Blot SD Semi-Dry 

Transfer (Bio-Rad®) a una diferencia de potencial constante de 15 volts 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 gitación l igera. Se realizaron 3 lavados y se incubaron los sueros t estigo 

reactivos a T. cruzi yno reactivos en dilución 1:200 a 4°C en agitación 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 dilución 1:20 000, durante 2 h (T.A.). 

Se realizaron 5 l avados y  s e reveló l a reacción c on 3, 3’ Diaminobenzidina (DAB, Bio-rad, Cat. No. 17 0-

6535) en oscuridad durante 1 5 m in. La reacción s e frenó con ag ua destilada, l as membranas fueron 

secadas y guardadas a temperatura ambiente (73) (A NEXO 2). 
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DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE CITOCINAS EN SUERO POR BIOPLEX 

El perfil de citocinas se determinó mediante la cuantificación de las mismas con el KIT Multiplex 

Suspensión Array System Bio Rad®, el cual es un inmunoensayo basado en los fundamentos de la 

ELISA en “sándwich” 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  s egundo a nticuerpo esta c onjugado a u na m olécula fluorescente, es ta fluorencia es  medida 

por medio de un citómetro y procesada por un software que analiza la presencia de citocinas y calcula su 

concentración (Bio-Rad Manager S oftware). S e ut ilizó una m icroplaca de 96 p ozos y  se c olocaron 50 μL 

del pool de m icroesferas o c octel de per las (multiplex bead w orking s olution B io-Rad ® ) c on ant icuerpos 

monoclonales específicos contra los analitos de interés. Se agregaron 50 μL de los estándares y de las 

muestras de suero gl icerinado en dilución 1:16 (como lo m enciona el manual del  kit); se i ncubó 1 h a  

temperatura ambiente c on agitación constante ( 300 rpm). La detección de analitos se realizó con una  

mezcla de anticuerpos policlonales solución 10x de anticuerpo de detección 25 μL y se incubó 1 h. En 

seguida s e adi cionó 1x  de estreptavidina -PE y 50 μL del buffer de ensayo Bio-Rad® y  nue vamente s e 

incubó durante 30 min. Por último, las microesferas se suspendieron en 125 μL de buffer de ensayo por 

aspiración, con solución amortiguadora de lavado. La lectura de la placa se realizó en plataforma 

Luminex (estación B io-Plex Multiplex 200 s istem), e n do nde l as es feras s e as piran para h acerlas p asar 

por un canal en d onde cada una es incidida por dos diferentes láser, el primero, en rojo, excita la esfera y 

detecta el  c ódigo de l a m isma, pa ra discriminar ent re u na m olécula y  ot ra; el  s egundo, verde, excita el  

marcaje fluorescente y  de es ta forma, c uantifica l a s eñal em itida por c ada un a de l as es feras. E l equipo 

cuenta con un software de análisis (software versión 6.0) que permite la utilización de métodos de 

regresión que dan c omo resultado l a concentración en pg/ mL (ANEXOS 5 y 6). 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

La asociación de la diferencia en los niveles de citocinas se comparó con muestras de controles sanos. 

Se sometieron a análisis estadístico con la prueba de U-Mann Whitney y Kruskal-Wallis para evaluar 

diferencias en l as concentraciones de c itocinas; se consideró significancia de P ≤ 0.05, se excluyeron los 

valores calculados como valor atípico conocido como “outlier”. Todos los análisis se hicieron con el 

programa Prism (Graph-Pad). 

U-Mann Whitney  se utilizó al considerar las siguientes características: 

• Comparar l as di ferencias de c oncentración ent re c itocinas (considerando q ue l as

mediciones de l os grupos son independientes y las variables son continuas).

• Bajo la hipótesis nula, las distribuciones de partida de ambas distribuciones es la misma.

• Bajo la hipótesis alternativa, los valores de las muestras son diferentes.

• p ≤ 0.05.
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RESULTADOS 

POBLACIÓN ESTUDIADA 
La población estudiada pertenece a los estados de San Luis Potosí (13 individuos), Veracruz (2 

individuos) y Querétaro (7 individuos). El diagnóstico serológico se confirmó al mostrar reactividad en dos 

pruebas s erológicas. En aqu ellos c asos en q ue se confirmó l a administración y  f echa del t ratamiento 

antiparasitario específico, se realizó seguimiento serológico, posterior al mismo. El análisis de la 

población s e dividió en tres grupos según l os resultados de l 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  c on al teraciones en el  E CO c onsideradas n ormales y  que no a fectan l a f unción global del  

corazón. La distribución por sexo fue de 9 femeninos y 4 masculinos; respecto a l a edad, 3 fueron de 7,  8 

y 9 años  de ed ad y  el  resto ent re 1 2 y  15 años . Todos presentaban E CG c on t razos no rmales des pués 

del t ratamiento; s in embargo, 4 mostraron bradicardia sinusal como s e muestra en l a tabla 8.  

Tabla 8. Características del Grupo 1 
NO IDENTIFICADO- Tratamiento sin la certeza de haber sido administrado. PRE-TX.: Trazo obtenido antes del 

tratamiento. POST-TX: Trazo obtenido después del tratamiento. 

EDO. 
FOLIO SEXO EDAD ELISA 

IFI 
ECG PRE-TX. 

ECG POST-TX. TRATAMIENTO ECOCARDIOGRAMA 

SLP 
495 F 17 POSITIVO TRAZO NORMAL NO 

IDENTIFICADO 
LESIONES 

INCIPIENTES 
SLP 
1296 F 8 POSITIVO TRAZO NORMAL 

NORMAL BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
921 

M 16 POSITIVO 
TRAZO NORMAL 

BRADICARDIA 
SINUSAL 

BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
854 

F 18 POSITIVO 
TRAZO NORMAL 

BRADICARDIA 
SINUSAL 

BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
704 F 17 POSITIVO TRAZO NORMAL PENDIENTE NORMAL 

QRO 
68 F 18 POSITVO TRAZO NORMAL 

TRAZO NORMAL NIFURTIMOX NORMAL 

SLP 
876 

M 14 POSITIVO 
TRAZO NORMAL 

BRADICARDIA 
SINUSAL 

BENZNIDAZOL LESIONES 
INCIPIENTES 

QRO 
70 F 9 POSITIVO TRAZO NORMAL 

TRAZO NORMAL BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
470 M 17 POSITIVO TRAZO NORMAL NO 

IDENTIFICADO NORMAL 

SLP 
79 

F 12 POSITIVO 
TRAZO NORMAL 

BRADICARDIA 
SINUSAL 

BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
485 

F 17 POSITIVO TRAZO NORMAL 
TRAZO NORMAL BENZNIDAZOL LESIONES 

INCIPIENTES 
QRO 
467 M 7 POSITIVO TRAZO NORMAL 

TRAZO NORMAL BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
M-29 F 6 POSTIVO TRAZO NORMAL 

TRAZO NORMAL BENZNIDAZOL NORMAL 
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Grupo 2 

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

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

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

realizó seguimiento serológico y electrocardiográfico antes y después del tratamiento específico. La 

distribución por sexo fue de 3 pacientes femeninos y 6 m asculinos, l as edades c omprendidas en este 

grupo s on de u n c aso de 9 años y  el  resto d e 12 a 18 a ños. Todos l os pac ientes des pués de r ecibir el  

tratamiento c ontinuaron c on B IRDHH. E n el  c aso del  paciente S LP-138, s e o bserva que aun c uando el  

trazo del ECG fue normal, el ECO mostró alteraciones.  

Tabla 9. Características 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 tratamiento. 

EDO. 
FOLIO SEXO EDAD ELISA 

IFI 
ECG PRE-TX. 

ECG POST-TX. TRATAMIENTO ECOCARDIOGRAMA 

SLP 
208 

F 15 POSITIVO BIRDHH 
BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
901 

F 14 POSITIVO BIRDHH 
BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
150 

M 12 POSITIVO BIRDHH 
BIRDHH BENZNIDAZOL LESIONES INCIPIENTES 

SLP 
138 

F 12 POSITIVO TRAZO NORMAL NO 
IDENTIFICADO LESIONES FRANCAS 

QRO 
42 M 9 POSITIVO BIRDHH 

BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL 

SLP 
1225 M 12 POSITIVO BIRDHH 

BIRDHH BENZNIDAZOL LESIONES INCIPIENTES 

SLP 
918 M 13 POSITIVO BIRDHH 

BIRDHH BENZNIDAZOL LESIONES INCIPIENTES 

SLP 
706 M 18 POSITIVO BIRDHH 

BIRDHH BENZNIDAZOL LESIONES INCIPIENTES 

SLP 
251 M 15 POSITIVO BIRDHH 

BIRDHH BENZNIDAZOL NORMAL 
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Grupo 3 
El Grupo 3 estuvo integrado por 11 individuos menores de 18 años; 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 ventrículo izquierdo o BIRDHH con bradicardia sinusal o fracción de expulsión de 

ventrículo izquierdo di sminuida (FE). La di stribución 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 años y el resto entre 

12 y  18 años; l lama la atención el individuo VER CP-16 que a pesar de mostrar E CG c on trazo normal, 

en el  ECO mostró l esiones francas además de hi pertensión pulmonar. 

Tabla 10. Características del Grupo 3 NO IDENTIFICADO- Tratamiento sin la certeza de haber sido administrado. 
PRE-TX.- Trazo obtenido antes del tratamiento. POST-TX- Trazo obtenido después del tratamiento. FE- Fracción de 

expulsión de ventrículo izquierdo menor al 55%. 

EDO. 
FOLIO SEXO EDAD ELISA 

IFI 
ECG PRE-Tx. 

ECG POST-Tx. TRATAMIENTO ECOCARDIOGRAMA 

VER 
CP-9 M 18 POSITIVO 

BIRDHH, CRECIMIENTO 
DE VENTRICULO 

IZQUIERDO 
POST-Tx. MI SMO T RAZO 

NIFURTIMOX 
BENZNIDAZOL 

LESIONES FRANCAS 
HIPERTENSIÓN 

PULMONAR FE-BAJA 

SLP 
154 F 13 POSITIVO BIRDHH 

BRADICARDIA SINUSAL BENZNIDAZOL 
LESIONES INCIPIENTES 

CON HIPERTENSION 
PULMONAL 

SLP 
318 M 15 POSITIVO BIRDHH 

BRADICARDIA SINUSAL BENZNIDAZOL LESIONES FRANCAS 

SLP 
422 M 16 POSITIVO BIRDHH 

BRADICARDIA SINUSAL BENZNIDAZOL LESIONES INCIPIENTES 
FE-BAJA 

SLP 
M-37 M 14 POSITIVO BRDHH NO IDENTIFICADO NORMAL 

VER 
CP-16 M 17 POSITIVO TRAZO NORMAL 

TRAZO NORMAL NIFURTIMOX 

LESIONES FRANCAS CON 
HIPERTOFIA E  
HIPERTENSIÓN 

PULMONAR 

QRO 
202 M 13 POSITIVO BIRDHH 

TRAZO NORMAL BENZNIDAZOL LESIONES INCIPIENTES 

QRO 
432 M 15 POSITIVO 

BIRDHH, SUGIERE 
CRECIMIENTO 

AURÍCULA DERECHO 
BENZNIDAZOL LESIONES FRANCAS 

FE-BAJA 

SLP 
157 F 12 POSITIVO BIRDHH BENZNIDAZOL LESIONES FRANCAS 

FE-BAJA 

SLP 
991 F 16 POSITIVO BIRDHH, BRADICARDIA NO IDENTIFICADO 

LESIONES FRANCAS 
HIPERTENSIÓN 

PULMONAR 
SLP 
1139 F 6 POSITIVO BIRDHH 

NORMAL BENZNIDAZOL PARED POSTERIOR 
ENGROSADA 
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DISTRIBUCCION POR SEXO DE LOS GRUPOS 

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

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

ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA DE LOS CASOS ESTUDIADOS PARA LA 
IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS INMUNODOMINANTES. 

En la figura 13 se observan los componentes inmudominantes en algunos de los individuos de los grupos 

estudiados (1, 2 y  3). S e obs ervan 2 c omponentes c on relevancia, un o de 4 5 k Da que se enc uentra en  

todos l os c asos q ue p resentan alteraciones en el E CG y  el  ot ro, de 38 k Da, al tamente específico pa ra 

determinar la i nfección por T. cruzi.  

Figura-13-Componentes inmunodominantes de los pacientes. 
SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras. Sueros en dilución 1:200. Revelado con 3,3’ Diaminobenzidina

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 
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Figura 14- Graficas a1)IL-1β, a2)IFN-Ɣ, a3)TNF- α, a4)IL-6, a5)IL-8,a6) MIP-1α, a7)IL-2, a8) IL-15, a9) IL-17. Infectados con T.cruzi-(■)-. Controles 
sanos - (●).Líneas horizontales – Valores de la mediana. Los valores de p son mostrados en la figuras.U-Mann Whitney p ≤0.05 . Se observa la mayor 

concentración en los individuos infectados con T.cruzi 

CONCENTRACIONES DE CITOCINAS EN INDIVIDUOS INFECTADOS CON T. cruzi 

En l a F igura 1 4 se  obs erva q ue l a concentración d e l as c itocinas pro-inflamatorias IL-1β (a1), IFN-Ɣ (a2), TNF-α (a3), IL -6(a4), IL-8(a5), I L-2 (a7), IL-17(a9), IL-

15(a8) y las quimiocinas IL-8 (a5), MIP-1α (a6), en los pacientes infectados de los 3 g rupos y de los controles seronegativos, donde se observa que l os pacientes 

infectados muestran c oncentraciones de incrementadas  de estas citocinas en comparación con l os sanos en quienes se aprecian lecturas muy bajas o cercanas 

al cero. Se r ealizó la prueba estadística de U -Mann Whitney donde se aprecia u na diferencia es tadística entre m edianas p < 0.001 en r elación con c ontroles 

sanos. 

 

 IFN-Ɣ 
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En la Figura 15 se observa l a distribución de l a concentración de citocinas en los sueros de los pacientes i nfectados con 

T cruzi de l os grupos 1, 2 y 3 en comparación con los controles s eronegativos a la infección en q uienes se aprecian 

lecturas m uy baj as o cercanas al c ero. Se r ealizó el análisis de U-Mann Whitney don de s e c ompararon las medianas 

encontrando una diferencia s ignificativa < 0.001 de l as c oncentraciones de l as c itocinas ant i-inflamatorias I L1RA, IL-13,  

TGF-β, IL-4, e IL-10 donde se obs erva u n pat rón i ncrementado de l as m ismas en l os i ndividuos i nfectados c on T. cruzi 

respecto a los controles no infectados. 

Figura 15- Graficas b1)IL1RA,b2)IL-13,b3l)TGF-β, b4)IL-4, b5)IL-10. Infectados con T.cruzi-(■)-. Controles sanos - (●). 
Líneas horizontales - Valores de la mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras.U-Mann Whitney p ≤0.05 . Se 

observa la mayor concentración en los individuos infectados con T.cruzi 
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  IFN-Ɣ 

COMPARACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE CITOCINAS ENTRE GRUPOS 

En l a c aracterización c línica d e l os grupos en as intomáticos (Grupo1), c on l esiones i ncipientes (Grupo 2) y  c on l esiones 

francas ( Grupo 3), se pueden apreciar niveles el evados en las citocinas pro-inflamatorias en el G rupo 3. E l a nálisis 

estadístico de U-Mann W hitney muestra diferencia estadística en las m edianas de las c oncentraciones en IFN-Ɣ (c1), 

TNF-α (c2), IL-1β (c3), e IL-6(c4). 

. 
 

Figura 16- Graficas: c1) IFN-Ɣ, c2)TNF-α,c3) IL-1β, c4) IL-6 Control Negativo- (●). Grupo 1 (sin alteraciones) - (■).
Grupo 2 (con BIRDHH) - (▲). Grupo 3 (con BRDHH o BIRDHH con otras alteraciones) -(▼).Líneas horizontales -Mediana. 

Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney  p ≤0.05. Observandose mayor concentración en la concentración de las  
citocinas pro-inflamatorias en el grupo 3. 
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Adicionalmente, se observó un incremento de l a concentración de IL-2 (d1) con diferencia estadística, particularmente en 

el Grupo 3.  No s e obs ervaron di ferencias s ignificativas en los ni veles de I L-8, IL-17, I L-15 y  MIP-1α entre l os di ferentes  

grupos de pac ientes.  

 Figura 17 Graficas: d1) IFN-Ɣ, d2)TNF-α, d3)IL-1β, d4) IL-6  d5) MIP-1α . Control Negativo- (●). Grupo 1 (sin alteraciones) - (■). 
Grupo 2 (con BIRDHH) - (▲). Grupo 3 (con BRDHH o BIRDHH con otras alteraciones) -(▼).Líneas horizontales - Mediana. 

Los valores de P son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney - P≤0.05. 
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En l a c aracterización c línica d e l os grupos en as intomáticos (Grupo1), c on l esiones i ncipientes (Grupo 2) y  c on l esiones 

francas ( Grupo 3), se puede apreciar que las c itocinas ant i-inflamatorias, es pecialmente en el Grupo 3 presentan un  

incremento e n l a c oncentración de l as m ismas, ex cepto TGF-β el cual muestra una concentración similar e ntre g rupos; 

por ot ro lado, se destaca que mediante el análisis de U-Mann Whitney se encontró diferencia estadística en las medianas 

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

Figura 18-Graficas: e1) IL-4, e2)IL-10, e3)TGF-β, e4) IL-13 e 5) IL-1RA Control Negativo- (●). Grupo 1 (sin alteraciones) - 
(■). Grupo 2 (con BIRDHH) - (▲). Grupo 3 (con BRDHH o BIRDHH con otras alteraciones) -(▼).Líneas horizontales - 

Mediana. Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney p ≤0.05. Observandose mayor concentración en las 
citocinas  IL-10,  IL1RA en el grupo 3. 

39 



EFECTO DEL TRATAMIENTO EN ESPECÍFICO ANTI-PARASITARIO EN LAS CONCENTRACIONES DE 
CITOCINAS 

Adicionalmente, s e c ompararon l os ni veles de citocinas, quimiocinas y factores de c recimiento en muestras obt enidas 

antes y después de la terapia antiparasitaria específica, de los 3 g rupos estudiados; al respecto, se encontró disminución 

en l a concentración d e l as c itocinas IFN-Ɣ, TNF-α, e IL-15  c on U-Mann W hitney di ferencia es tadística ent re medianas 

del grupo de pac ientes t ratados respecto a l os no t ratados. 

 
 
 

Figura 19- Graficas: f1) IFN-Ɣ, f2) TNF-α, f3) IL-1β, f4) IL6.Control Negativo-  (●).Pre Tx- Antes del tratamiento (■) Tx- 
después del tratamiento (▲).Líneas horizontales -Mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney  

p ≤0.05. Observandose  una disminución de la contracion de las citocinas IFN-Ɣ e TNF-α,  en los pacientes tratados  

   IFN-Ɣ 
 
   IFN-Ɣ 
 
IFN-Ɣ    IFN-Ɣ
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Figura 20-Graficas: g1) IL-2, g2) IL-17, g3) IL-15, g4) IL-8  g5) MIP-1α.Control Negativo-  (●).Pre Tx- Antes del tratamiento (■) 
Tx- después del tratamiento (▲).Líneas horizontales - Mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney p 

≤0.05. Observandose  una disminución de las citocinas en los pacientes tratados excepto en MIP-1a. 
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Figura 21-Graficas: h1) 1RA, h2) IL-4, h3)IL-10, h4) IL-13, h5) TGF-β.Control Negativo-  (●).Pre Tx- Antes del tratamiento (■) 
Tx- después del tratamiento (▲).Líneas horizontales - Mediana.Los valores de p son mostrados en la figuras. U-Mann Whitney  p 

≤0.05. Observandose una disminución de las citocinas IL-4 e IL-10 en los individuos tratados. 

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 ni veles de, TGF- β e IL -13 en relación 
con el uso de tratamiento. 
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Grupo 1 
n=13 

Grupo 2 
n=9 

Grupo 3 
n=111 

Edad (7-15) (9-18) (6-18) 

Valor de P 
Grupo 2 vs 3 

% De 
aumento 

entre 
Grupos 2 y 

3 

Sexo F/M 
9 /4 3 /6 (4/7) 

IgG anti T. 
cruzi (D.O) 

[.259-
.198] 

[.198-.331] [.184-302] 

PROINFLAMATORIAS 
IFN-Ɣ 259.5 157.8 763.4 0.0354 383.78 

TNF-α 56.55 43.79 70.36 0.0400 60.68 

IL-1β 11.19 8.82 16.38 0.0352 85.71 

IL-6 34.57 26.64 108.1 0.0113 305.78 

IL-8 149.1 128.9 183.7 0.9349 42.51 

MIP-1α 17.53 19.09 18.36 0.9048 3.8 

IL-2 25.73 21.19 48.02 0.0317 126.62 

IL-15 44.88 37.03 39.09 0.3821 5.56 

IL-17 282.4 445.8 538 0.0789 20.68 

ANTI INFLAMATORIAS 
IL-1RA 229 148.3 397.9 0.0340 168.31 

IL-4 7.96 7.96 13.77 0.1695 72.99 

IL-10 49.7 30.98 67.66 0.0354 118.40 

IL-13 11.78 13.94 59.84 0.1416 329.27 

TGF-β 5237 160125 168824 .2508 5.43 

ANÁLISIS COMPARATIVO DE CITOCINAS ESTADISTICOS ENTRE GRUPOS 

Tabla 11- Medianas de grupos. Los valores de p obtenidos atravez de U-Mann 
Whitney p ≤0.05 

43 



 

TRATADOS MEDIANA 
NO 

TRATADOS 

VALOR DE P %  DE DISMINUCIÓN 

PROINFLAMATORIAS 
IFN-Ɣ 118.3 286.0 0.0002 58.63 

TNF-α 43.79 54.42 
0.0245 19.53 

IL-1β 8.620 11.19 0.1571 22.96 

IL-6 26.64 36.06 0.0610 26.12 

IL-8 65.45 149.1 
0.0535 56.10 

MIP-1α 16.57 17.05 
0.8862 2.81 

IL-2 19.66 25.74 0.1295 23.62 

IL-15 22.36 37.83 0.0423 40.89 

IL-17 305.0 382.8 0.1018 20. 

ANTI-INFLAMATORIAS 

Il-1RA 233.2 233.7 .3250 0.21 

IL-4 5.820 8.370 0.0001 30.46 

IL-10 33.58 52.45 0.0279 35.97 

IL-13 11.78 21.40 0.4377 44.95 

TGF-β 151472 
 

 164120 
 

0.2514 7.70 

ANÁLISIS COMPARATIVO DE CITOCINAS ENTRE PACIENTES 
TRATADOS Y NO TRATADOS  

Tabla 12- Medianas de citocinas encontradas entre pacientes tratados y no tratados. Los 
valores de p obtenidos atravez de  U-Mann Whitney p ≤0.05 
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Al c omparar l as c oncentraciones y  medianas de l as c itocinas e ncontradas c on diferencia estadística, s egún s e o bserva e n l a s iguiente Gráfica 1, el  Grupo 3 , 

presenta mayor concentración de las citocinas pro-inflamatorias IFN-Ɣ, IL-6, TNF-α e IL-2, en de sus antagonistas anti-inflamatorias IL-4, e IL-10. Se encontraron las 

elevadas concentraciones del IFN-Ɣ con  respecto a TNF-α, IL-2, IL-4 e IL-10 con diferencia estadística (Gráfica 1). En el Grupo 2 se presenta menor concentración de 

citocinas, diferencia estadística encontrada  en IFN-Ɣ comparado  con IL-1β IL-6 e IL-4. Respecto al Grupo 1, se aprecian concentraciones elevadas de IFN-Ɣ con 

diferencia estadística con todas las citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-2, IL-4 e IL-10.Los valores de las medianas se presentan en la tabla 13.  

Gráfica 1- Comparación de la concentración de citocinas  encontradas con diferencia (pg/mL) 
IFN-Ɣ, IL-1β, IL-6, TNF-α, 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-Ɣ en comparación con la respuesta de sus antagonistas IL-10 y IL-4. 

Grupo 1 
n=13 

Grupo 2 
n=9 

Grupo 3 
n=11 

IFN-Ɣ 259.5 157.8 763.4 

TNF-α 12.62 8.82 16.38 

IL-1β 34.57 26.64 115.8 

IL-6 58.67 43.79 70.36 

IL-2 25.73 21.19 48.02 

IL-4 7.96 7.96 13.77 

 IL-10 49.7 30.98 67.66 

Tabla 13- Medianas de citocinas 
encontradas con diferencia estadística 

entre grupos. 

(p
g/

m
L)

 

* 0.048
9  
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DISCUSIÓN 

La enfermedad de Chagas tiene dos fases clínicas: la fase aguda y la fase crónica. La fase crónica 

se divide en crónica asintomática y sintomática. La fase crónica sintomática se caracteriza 

fundamentalmente por c ompromiso cardiológico o digestivo, generando los mega-síndromes. En 

México, el compromiso cardiaco es prevalente en los infectados por T.cruzi. Actualmente continúan 

en debate las variables que inducen que algunos individuos infectados con T.cruzi, el 70%, 

permanezcan asintomáticos y sólo el 30% de los infectados desarrollen la fase crónica sintomática 

(26). Análisis in vitro y en modelo animal proponen que las citocinas desempeñan un papel 

fundamental e n l a r espuesta i nmune contribuyendo a la pr ogresión durante la fase crónica de la 

enfermedad. Araujo y  Dutra en 200 8 (53) (74), plantean que es  importante c onocer el  papel  de l as 

citocinas durante la infección-enfermedad en humanos, principalmente en las fases crónicas 

incipientes y  s everas. E xiste escasa i nformación s obre el papel d e l as c itocinas en l a fase c rónica 

de l a enf ermedad en ni ños y j óvenes menores de 18 años  por l o que es  importante comprender el  

impacto del  t ratamiento en el  s istema i nmunológico de l os pac ientes en l a en fermedad de C hagas 

(61). 

Por lo anterior, en este estudio se propuso medir la concentración de citocinas en individuos 

mexicanos menores de ed ad i nfectados c on T.cruzi en fases t anto as intomática como crónica. S e 

obtuvieron tres grupos de es tudio que fueron clasificados por los resultados del electrocardiograma 

y del ecocardiograma. E l Grupo 1, fue c lasificado c omo c rónico asintomático (13 i ndividuos), c on 

un t razo electrocardiográfico normal y  un ec ocardiograma nor mal. Estos individuos son el  gr upo 

que r epresenta el  7 0% m encionado de pacientes c on i nfección p ero s in m anifestaciones 

patológicas. E l Grupo 2, refirió a i ndividuos c rónicos s intomáticos i ncipientes ( 9 i ndividuos). Estos 

pacientes m uestran BIRDHH en s u el ectrocardiograma y un ec ocardiograma c on l esiones 

incipientes. F inalmente el  Grupo 3, comprende a l os i ndividuos c rónicos s intomáticos s everos (11 

individuos) c on electrocardiograma c on B IRDHH o B RDHH y  c on un ec ocardiograma c on l esiones 

francas. Estos dos úl timos representan el 30% d e l as es tadísticas ant eriormente s eñaladas c omo 

individuos crónicos con patología incipiente y severa (75). 

Como se presenta en los resultados, los grupos sintomáticos tanto incipientes como severos 

(Grupos 2 y 3) están compuestos en su mayoría por individuos del sexo masculino (Figura 12). 

En la epidemiología de esta e nfermedad, s e h a o bservado que, si bi en los i ndividuos del  sexo 

femenino muestran prevalencias más elevadas de infección, que en i ndividuos del sexo masculino. 

Esto ha sido señalado en estudios en modelo de ratón al comparar en machos y hembras 

infectados l os efectos de l a p rogesterona y  t estosterona, en  l os c uales concluye que l os machos 

presentan mayor mortalidad (76).Esta relación s e c onfirma en c asos humanos por l a S ecretaria de  

Salud, la cual en 2012 notifica 447 casos (62%) del sexo masculino y 269 (38%) del femenino (78). 
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Por otro lado, en otros estudios clínicos y de laboratorio se sugiere que las mujeres, al ser 

expuestas a  algún ant ígeno, m uestran m ayor c antidad d e i nmunoglobulinas y a que s u r espuesta 

inflamatoria es  mayor q ue l a de los hombres, l o c ual l as h ace más propensas a enfermedades 

autoinmunes (77). Esto es importante ya que al montar una respuesta inflamatoria mayor, las 

pacientes t ienen l a capacidad de el iminar al  parásito en fase aguda y no progresar a fase c rónica.  

En el  pr imer an álisis de c oncentración de c itocinas en s uero s e compararon los t res grupos contra 

los pac ientes s anos. Nuestro pr imer hallazgo r elevante f ue enc ontrar que t odos los individuos c on 

anticuerpos anti-T.cruzi tienen ni veles más elevados de las citocinas pro-inflamatorias IL-1β, IFN-Ɣ, 

TNF-α, IL-2, IL-6, IL-17 y también de citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β y 

quimiocinas IL-8, M IP-1α, en r elación c on l os c ontroles s anos. La  presencia de c itocinas 

proinflamatorias ha sido descrita en la fase aguda, ay udando en la eliminación del parásito por 

medio de l a activación de células fagocíticas citotóxicas (CD8+) y NK (37) .Estas citocinas también 

han sido descritas en la fase crónica, contribuyendo a la patología de la enfermedad (51). La 

presencia de l as c itocinas ant i-inflamatorias pu ede s er resultado t anto de un pr oceso de c ontrol de  

la r espuesta inflamatoria propiciada por el  hu ésped o de un pr oceso de regulación por parte del 

parásito, c omo se ha des crito en la fase aguda de l a enfermedad de Chagas (30). 

Los pacientes del Grupo 3 mostraron diferencia estadística y concentraciones elevadas de 

mediadores inflamatorios IFN-Ɣ, TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-2 e n c omparación c on el Grupo 2 (hasta 

79% de aumento), as í 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 

crónica, y son de fundamental importancia en la presentación y progresión de la insuficiencia 

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

El IFN-Ɣ es c onsiderado el mecanismo c entral p ara una respuesta e ficaz al  i nicio de l a i nfección. 

En es ta fase l as c élulas fagocíticas s on ac tivadas por e l IFN-Ɣ, el c ual activa l a s intetasa i nducible 

de óxido nítrico de macrófagos (iNOS). Esta activación estimula l a lisis parasitaria intracelular (38), 

al inducir la producción de óxido nítrico (NO) en macrófagos para iniciar el control de l a parasitemia 

sanguínea d urante l a fase aguda as intomática (42). Esto puede relacionarse c on l a al ta 

concentración d e IFN-Ɣ en i ndividuos del  G rupo 1. Sin em bargo, altos ni veles de es ta c itocina en  

individuos del Grupo 3 tiene repercusión a nivel de miocardio. Su expresión se asocia a 

susceptibilidad en l a fase c rónica s intomática (43) al i nducir u na respuesta celular TH1 c itotóxica 

que produce daño c rónico c ardiaco, el  c ual está referido p or m edio d el E CG y  E CO presente en  

este grupo. 
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El T NF-α genera intermediarios reactivos del  ox ígeno, induce l a d eposición de l a m atriz 

extracelular y generando necrosis y apoptosis de c ardiomiocitos (80, 81). Por otro lado, se ha v isto 

que esta citocina m uestra u n e fecto en c ascada para la expresión de IL-6. Se han identificado 

niveles altos de estas dos  c itocinas en c asos s everos de c ardiópatas c rónicos po r l o que se ha 

señalado a IL-6 como con un marcador eficiente de nuevos episodios de falla cardiaca (82). 

Niveles altos de I L-8 se han des crito en ot ras c ardiopatías c on i squemia del  m iocardio y  s e as ocia 

a esta citocina como un factor atrayente de plaquetas que induce la coagulación y causa trombosis 

microvascular (83,35). Aunado a esto l a hi pertrofia descrita en los pacientes con C hagas, s e ha 

asociado a l a p resencia de I L-1β, q ue i nduce unos pépt idos que d esregulan la os mosis c elular en  

miocardio (105). Finalmente, IL-2 ha sido relacionada activamente con activación anormal de 

linfocitos T e n ot ras m iocardiopat ías di latadas (83). No s e e ncontraron di ferencias es tadísticas en 

el Grupo 1 (asintomáticos) donde se puede suponer que se trata de individuos con lesiones 

tisulares pequeñas, no det ectables, o bien, con i nfección reciente. 

La fibrosis es un p roceso importante en la fase crónica de la enfermedad, donde el TGF-β,  descrito 

fundamentalmente como profibrótico esta elevado en todos los pacientes infectados con T. cruzi en 

comparación con el grupo control. En la literatura, se menciona que tanto TGF-β y IL-10 son 

importantes reguladores entre el e fecto inductor de lisis del parásito y el inicio del daño tisular de la 

respuesta Th1 e n l a i nfección disminuyendo  la ac tivación de l as c élulas fagocíticas (88) es bien 

sabido qu e TGF-β y IL-13 (84) se relacionan con la severidad de la disfunción cardíaca 

directamente  en forma importante por la fibrosis degenerativa que inducen, lo que ocasiona 

trastornos tanto en la motilidad como en el c recimiento de las cavidades, otras citocinas 

profibrogénicas encontradas con patrón incrementado en los pacientes del Grupo 3 fueron la IL-1β, 

IL-13 y MCP-1 sin diferencias estadísticas entre grupos de infectados, a diferencia de TNF-α, 

también profibrogénica,  que si mostró diferencia estadística entre grupos; sin embargo, la 

presencia de TGF- β, sin diferencia entre grupos puede indicar que existe desde l a infección hasta 

el desarrollo de los procesos fibróticos activos (53, 85). El hec ho 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 l esiones enc ontradas en l os estudios de ECG y  E CO e n los gr upos 1 y  2,  

también c abe d escartar que l a presencia d e es ta molécula en e nfermedad d e Chagas es  des crita 

como mal pronóstico y  un factor para i niciar l a fase c rónica de l a enfermedad (53 ).  

Las evidencias de daño i ncipiente y  f ranco e n l os grupos 2 y  3,  det ectadas c on los es tudios de 

ECO, se as ocian principalmente con hipertrofia del septo i nterventricular y de la pared posterior de 

ventrículo i zquierdo, qu e s on c onsecuencia d e l os pr ocesos i nflamatorio y  fibrótico p ropiciado por 

citocinas inflamatorias (TNF-α, IL-6, IFN-Ɣ, IL -8 e IL-2) y profibróticas (TGF-β y TNF-α, MIP-1α, IL-8 

e IL-13) implicadas en la dep osición de la matriz extracelular y  procesos fibróticos; este proceso 

genera motilidad a normal d e l as c avidades c on det erioro de la función c ardiaca; el  ot ro p arámetro 
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analizado es la fracción de expulsión del ventrículo izquierdo, la cual es un indicador bien conocido 

que valora la función cardíaca 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 det erioro p rogresivo qu e s e presenta en es tos c asos (86). E n algunos de l os c asos del  Grupo 3 

existe hipertensión pulmonar, l o que podr ía de berse a l a afectación de l a c irculación m icrovascular 

por incremento de la agregación plaquetaria y en la adhesión al endotelio, lo que ocasiona 

trombosis plaquetaria c on i squemia en miocardio y  a ni vel pulmonar es tos s on efectos que s e han  

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

La fibrosis m iocárdica, t ambién ha s ido i nvolucrada en l a gé nesis de l as t aquiarritmias ( taquicardia 

ventricular o fibrilación), principales causas de m uerte súbita en pacientes chagásicos c rónicos; 

esta fibrosis, adem ás bloquea el  impulso c ardíaco, di sminuyendo l a velocidad de l a c onducción y  

los septos de colágeno entre los hac es musculares podrían interferir c on la conducción del impulso 

eléctrico gen erando l as manifestaciones enc ontradas en el  E CG c omo s on l os B loqueos de R ama 

derecha de Haz de His .  

La respuesta anti-inflamatoria, se encontró incrementada y con diferencia estadística en las 

citocinas IL-10, e IL-1RA en los pacientes del Grupo 3; al respecto, es bien sabido, que altas 

concentraciones de es tas, s on necesarias p ara l a r egulación de l a i nflamación, l imitando l a s eñal 

inflamatoria e i nhibiendo la r espuesta c elular de monocitos y macrófagos, así c omo al  i nhibir l a 

acción de TNF-α e I L-6 en un i nicio de l a i nfección ( 87). A lgunos aut ores mencionan qu e T.cruzi, 

por medio de l os TLRs es capaz de inducir la respuesta anti-inflamatoria ya que algunas moléculas 

de s uperficie c omo l as glicoproteínas tienen l a c apacidad de inducir ex presión de c itocinas tanto 

por como anti-inflamatorias por medio de su interacción con los TLRs. En este estudio las citocinas 

como IL-10 y  TGF-B s on i nducidas mediante estos m ecanismos y  al aumentar l a expresión de 

estas c itocinas en m acrófagos s e di sminuye l a respuesta c ontra el  p arásito y  por c onsiguiente, s e 

continúa la replicación de T. cruzi en l os tejidos (87, 88). De Melo en 2012, reporta que IL-4 pu ede 

ser i nducida por  el  p arásito y  des encadenar funciones i nmunosupresoras s obre el  IFN-Ɣ, 

inhibiendo l a ac ción anti-T.cruzi de l os f agocitos, pr incipalmente m acrófagos (65); po r l o t anto, l a 

presencia de IL-10 e IL-4 en l os pacientes del Grupo 3 puede deberse a una regulación propiciada 

por el parásito actuando a favor de sus procesos replicativos, este mecanismo de replicación 

contribuye al da ño característico de l a f ase crónica (89) y también a la n ecesidad de r egular la 

respuesta inflamatoria generada directamente por el paciente (90). 

En l os i ndividuos del  Grupo 3, t ambién fue enc ontrada IL-1β con di ferencia estadística y en altas 

concentraciones en r elación c on el  Grupo 2. IL-1β tiene actividad profibrogénica y en c onjunto c on 

IL-6, ha s ido relacionada c on al teraciones del  endotelio vascular en regiones do nde s e encuentra 

disfunción miocárdica, mediante mecanismos inductores de apoptosis (35).Por otro lado su 
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antagonista, IL-1RA, fue enc ontrada con di ferencia es tadística y  en al tas concentraciones con el  

Grupo 2. IL-1RA ha sido asociada en enfermedades cardiacas crónicas con necrosis del miocardio 

de ot ras et iologías n o c hagásicas (91). En este c aso s e p odría s uponer q ue IL-1RA, junto c on l a 

presencia de IL-8, está generando en estos pacientes procesos isquémicos qu e provocan micro 

infartos con necrosis del miocardio, lo cual repercute en l as alteraciones de engrosamiento parietal 

descritas anteriormente como hallazgos del ECO. 

Figura 22- Acción de las citocinas presentes en los casos de miocardiopatía por T. cruzi. 

En los c asos es tudiados en este trabajo, l os parámetros del E CO valoran engrosamiento de las 

paredes del  ventrículo i zquierdo 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  pr oceso fibrótico 

e inflamatorio, que ha sido d escrito por algunos aut ores, a ni vel de la respuesta i nmune celular; 

llamada hipersensibilidad retardada t ipo IV, en d onde des pués d e un s egundo reto ant igénico, l os 

linfocitos T y  c itocinas de t ipo TH1 i nducen un proceso i nflamatorio, ant e l a exposición r epetida a  

antígenos del parásito y ant ígenos c on reactividad cruzada. Lo anterior activa las células T de 
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memoria e induce la maduración para la infiltración de mononucleares al sitio de inflamación 

crónica al inducir lesiones fibróticas (35,92,93,94,95).  

Respecto a la terapia anti-parasitaria aplicada, se observó una evidente disminución en la 

concentración d e l as c itocinas des pués d e l a t erapia a ntiparasitaria t anto pro c omo a nti 

inflamatorias con di sminuciones hasta d el 58.63% ( tabla 12). La disminución d e l a c oncentración 

de l as c itocinas IFN-Ɣ (58%) y T NF-α (19%), IL-6 (26%), IL-8 (65%) estas úl timas 2 s in di ferencia 

estadística, impacta directamente sobre l a repuesta Th1 q ue ge neran es tas c itocinas y s u relación 

con la patología de la enfermedad de Chagas; en el caso de la disminución IL-15 (40%) con 

diferencia es tadística, puede impactar a nivel de l os pr ocesos de aut oinmunidad relacionados c on 

la estimulación de los linfocitos T, ya que la IL-15 puede mantener activas poblaciones de células T 

y NK en aus encia de es timulación a ntigénica (54); también s e enc ontró di sminución en IL-4 (30%) 

e IL -10 (35%) que acompañadas de la citocinas ant eriormente mencionadas, han sido reportada en 

la literatura principalmente con la terapia de Benznidazol. Se ha reportado que el Benznidazol tiene 

influencia directamente en la expresión de la óxido nít rico sintasa i nducible (iNOS) por medio de la 

inhibición de NFK-β en los macrófagos (96), además de los efectos que realiza di rectamente sobre 

el pa rásito (36), Sathler-Avelar, en 2012 i dentifica previamente e n menores de edad, un a n otable 

disminución después del  t ratamiento, d e I L-12 e I L-10, es tas c oncentraciones obt enidas 

directamente de c élulas CD4, as í c omo baj os ni veles de IFN-Ɣ, proveniente de células NK y bajos 

niveles de TNF-α 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 regulación a l a baja o una 

disminución e n l a respuesta i nmune i nnata y  ada ptativa des pués del  t ratamiento que s e r efleja en  

la di sminución d e l a c oncentración d e es tas c itocinas, es te proceso pued e s er de b uen p ronóstico 

al pr evenir el  d año c ardiaco p ropiciado po r l as c itocinas (97), lo c ual impacta p ositivamente a l os 

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

Las respuestas inflamatoria y anti-inflamatoria en los individuos con manifestaciones severas 

muestran disminución con incremento en la respuesta inflamatoria, principalmente de IFN-Ɣ en 

altas c oncentraciones en c omparación c on s us ant agonistas, bás icamente I L-10 e I L-4 (Grafica 1), 

lo anterior sido descrito como una desregulación del proceso inflamatorio y progresión de esta 

respuesta con un i ncremento  perfil de citocinas inflamatorias de tipo Th1 con poca cantidad de IL-

4 e IL-10 lo que genera (52) la falta de control de estas citocinas pro-inflamatorias y profibróticas en 

fase crónica, repercute clínicamente en estos individuos y como s e puede observar en la gráfica 1, 

la concentración de c itocinas anti-inflamatorias es menor, por lo que esta respuesta inflamatoria no 

es suficiente para regular la respuesta del IFN-Ɣ, estos pacientes al mostrar claramente el 

desequilibro entre ambas respuestas, al focalizarse en una continua respuesta inflamatoria 

condicionan procesos c rónicos y  progresivos c on mal p ronóstico clínico. En el caso de Grupo 2 
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podemos observar una menor concentración de todas las citocinas comparadas en relación con los 

grupos 1 y  3. Lo a nterior s e h a d escrito c omo u n pr oceso d e i nmunosupresión q ue g eneralmente 

se da e n fase aguda. Cabe destacar que estos individuos están incipientes, con lo cual suponemos 

la presencia de IL-2, que puede estar limitando la r espuesta inmune como se ha descrito en la 

literatura (45, 46) ya que mantiene la homeostasis en la respuesta inmune controlando la 

expansión clonal al  i nducir apoptosis por señalización (vía Fas/FasL). Esta función podría s er el  

mecanismo responsable de l a inmunosupresión observada. 

La evolución clínica de los individuos infectados es de gran interés, ya que no existen aún, 

marcadores que n os pued an p redecir o es clarecer es te proceso. E stos resultados s ugieren qu e la 

etiología d e l as l esiones en l os pac ientes del  G rupo 3,  es tá as ociada a m ayores ni veles de IFN-Ɣ, 

TNF-α, IL-6,  IL -2, IL-1RA e IL-10 por l o c ual, s u presencia y  c oncentración, pu ede ut ilizarse c omo 

marcadores de daño incipiente o de progresión en la enfermedad de Chagas; respecto a los 

perfiles de la electroinmunotrasferencia en los casos estudiados se aprecian componentes 

glicoproteicos r elevantes, de 34 y 38 k Da; respecto a l o cual s e pue de det erminar infección por 

Trypanosoma cruzi y que al i ncrementar el  número de c asos, s e po dría determinar s egún l a fase 

clínica, alguno asociado a la presencia de lesiones incipientes o severas que aunado a las 

concentraciones de citocinas permitiría desarrollar marcadores biológicos para el  seguimiento de  

estos casos y determinar evolución clínica, pronóstico y eficacia terapéutica. 
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CONCLUSIONES 

1. Los pac ientes i nfectados c on T.cruzi presentan al ta c oncentración de c itocinas t anto pro c omo

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

2. La fase crónica sintomática se correlaciona con niveles altos de citocinas pro-fibróticas e

inflamatorias IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-6 y de IL-2, IL1RA  e IL -10 citocinas r eguladoras de l a

inflamación, que aportan susceptibilidad e n es tos i ndividuos; lo anterior s e c orrelaciona con

trastornos de c onducción y  fibrosis c ardíaca, por l o que es tos per files de c itocinas, pueden s er

utilizados como marcadores de lesiones ac tivas en c orazón.

3. Los pacientes t ratados pr esentan disminución de IFN-Ɣ, TNF-α, IL -15, IL-4 e IL -10, po r l o que

pueden s er m arcadores par a det erminar ef icacia o f alla m edicamentosa en l a t erapia

antiparasitaria.
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PERSPECTIVAS 

• Es necesario un estudio es tadístico multivariado de c orrelación 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 di rectamente celular.
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ANEXOS

ANEXO 1 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA   

(SDS-PAGE en Mini-Protean 3 Cell, B IO-RAD) 

La muestra debe contener aproximadamente 30 μg de proteína. 

GEL DE SEPARACIÓN: 

CONCENTRACIÓN 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% (μl) 150 150 150 150 150 150 

Mezclar y desgasificar 15 min al vacío o a 37°C / 10-15 m in 

PERS. AMON. 10% (μL) 75 75 75 75 75 75 
TEMED (μl) 5 5 5 5 5 5 
Mezclar suavemente 
Añadir unas  got itas DE Alcohol i so-propilico en l a superficie del gel y  retirar con papel abs orbente 
después de l a polimerización. 
El Persulfato de Amonio al 10% se prepara al momento. 

GEL CONCENTRADOR (5%) 

ACRILAMIDA / BIS 425 (μl) 
AGUA*  2.275 (ml) 
TRIS 0.5 M pH 6.8 400 (μl) 
SDS-10% 31.25 (μl) 

Mezclar y Desgasificar 15 min al vacío o a 37°c / 10-15 min 
PERS. AMON.10% 15.5 (μL) 
TEMED  1.55 (μL) 

La muestra se pone en ebullición durante 5 min con el amortiguador de muestra. 

Realizar la corrida electroforética a 150 o 200 volts. 

ANEXO 2 

REACTIVOS Y SOLUCIONES PAR A L A ELECTROFORESIS EN  G ELES D E 
POLIACRILAMIDA 

ACRILAMIDA / BIS/ACRILAMIDA 

- Pesar 29.2 g de acrilamida + 0.8 g de N’N’-Bis-Metil Acrilamida. 
- Aforar a 100 m l con agua*, filtrar y cubrir con aluminio. 
- Guardar a 4°c. 
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NOTA: La acrilamida sin polimerizar es neurotóxica por lo que se debe manejar con cuidado 
especialmente en piel. 

1.5 M Tris-HCl, 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 HCl 
- Aforar a 75 m l 
- Esterilizar y guardar a 4°C. 

0.5 M Tris-HCl, 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 l 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: 
2 x 8 x 

- Agua (ml) 14.2 3.55 
- Tris 0.5 m pH 6.8 (ml) 5 5 
- Glicerol (ml) 10 10 
- SDS 10% (ml) 8 8 
- Azul de bromofenol 0.5% (ml) 0.8 0.8 

  ß-mercaptoetanol: agregar 50 μl para cada 950 μl de muestra antes de usarse 

Guardar a temperatura ambiente en oscuridad. 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA 10X, pH 8.3 

- Tris-base -  30.3 g 
- Glicina -144 g 
- SDS  -  10 g 
- Agua* -aforar a 1000 m l 
- No ajustar pH con ácidos o bases 
- Guardar a 4°c. 

COLORANTE AZUL DE COOMASSIE 
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Azul de Coomassie (R-250) 0.1% en: 
Ac. acético 10 ml 
Metanol  40 ml 
Agua*  50 ml 

TEÑIR DURANTE 10 MIN. 

SOLUCION. PARA DESTEÑIR EL GEL 

Ac. Acético - 10 ml 
Etanol - 15 ml 
Agua * - 75 ml 

* AGUA DESIONIZADA ESTÉRIL
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ANEXO 2 

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

REALIZAR LA SEPARACIÓN ELECTROFORÉTICA 
Todo el procedimiento se realizará 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 m in. 
Membranas y papeles filtro durante 5-10 min. 

MONTAJE DEL “SANDWICH”: 
Desmontar el gel de la cámara 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 m uestras en la cámara de transferencia con l a membrana de Nitrocelulosa hacia l a 
placa i nferior y el gel  hacia l a superior. 

Tapar l a c ámara y  realizar l a t ransferencia e n u n rango de 10 volts/30 m in o 15 volts/15 m in. S in 
exceder de 25 volts (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 m l 

AFORAR A 1000 ml 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 agitación ligera. 

LAVADOS: 

Realizar 2 lavados rápidos en agitación con pbs-tween 0.3% 
 Incubación de sueros: 

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

La dilución a emplear de definirá en diferentes concentraciones según el origen del suero a probarse. 
En caso de tratarse de sueros humanos será en dilución entre 1:100-1:50 y en caso de sueros 
hiperinmunes (obtenidos en conejo o ratón) en di lución 1:500. 

LAVADOS: 

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

INCUBACION CON EL CONJUGADO  

El conjugado se diluye en PBS-Tween 0.3%. 

La incubación se realiza durante 2 horas a t .a. en agitación ligera. 

El conjugado deberá haber sido titulado previamente. 

LAVADOS: 

5 lavados de 5 min. Cada uno con PBS-Tween 0.3% A T.A. en agi tación. 

REVELADO DE LA PRUEBA CON EL SUSTRATO 

CHLORO-1-NAPHTOL (4CN) 

Tris HCl/NaCl 10 mM - 8.5 ml +  
5.1 mg de chloronaphtol en 1.7 ml de METANOL FRIO 
AGREGAR 5 μl de H2O2 al 30%  

Tris HCl (10mM)/NaCl (0.14M) pH 7.5 
Tris HCl    0.158 g 
AGUA*        100 ml - ajustar pH a 7.5 
NaCl        0.819 g 
Esterilizar y guardar a 4°C 

Colocar en oscuridad durante 15-30 min. En agitación ligera (T.A.). 

Frenar la reacción con agua desionizada, dejar secar y guardar. 

Si se desea pueden conservarse en agua des ionizada. 

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

PBS pH 7.2 100 - 50 ml 
H2O2 al 30% 50 - 25 μl 

Colocar en oscuridad durante 15-30 min. En agitación ligera (t.a). 

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

TECNICA DE  ELISA 
ADSORCIÓN 
La ads orción del  ant ígeno se realiza s obre  placas Costar, de fondo plano de alta dens idad de  
poliestileno de 96 poz os. Se Incubó a 4 ºC en cámara húmeda durante la noche.  
A las 12 hrs, se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS Tween. 

BLOQUEO. 
Se bloquearon los sitios inespecíficos de  la placa con PBS-leche durante una hora 
Se realizan 3 l avados.  
ELISA INDIRECTA 
Incubación del pr imer ant icuerpo  
Se colocan los sueros controles positivos alto, bajo, negativo y sueros problema en dilución  
Se incubó la caja  30 minutos a 37 ºC. 
Se lava  tres veces 
Incubación del segundo ant icuerpo 
Se agregó el conjugado Anti  IGG Peroxidase Conjugate (ZIMED) en dilución en PBS Tween leche 
30min a 37ºC. Se lavó 5 veces. 

REVELADO  
Al amortiguador de sustrato se le agregó o-Phenylenediamine (Sigma) OPD en B uffer citrato con 
10 ul de peróxido.  
Se detuvo la reacción a los 15 minutos con 100 μL/por pozo de SO4H2 2.5N. 
Se utilizó un micro lector de ELISA  (Microplate Reader Bio Rad modelo 550) a 490 y   595 nm. 
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ANEXO 4 

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELISA 

PBS pH 7.2 1X 
Fosfato di sódico dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O) 2.9 g 

Fosfato monopotásico anhidro (KH2PO4) 0.2 g 
Cloruro de potasio (KCl)  0.2 g 
Cloruro de sodio (NaCl)  8.0 g 
Agua desionizada   aforar a 1000 ml 
Esterilizar y guardar a 4°c hasta su uso. 

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

PBS-Leche 5% y 1% 

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

 NOTA: Deberán ser de preparación reciente para el día. 

AMORTIGUADOR DEL S USTRATO pH-5 

Fosfato di sódico dodecahidratado (Na2HPO4.12H20) 26.97 g 
Acido cítrico  3.0 g 
Agua desionizada   aforar a 100 ml 

Ajustar pH, esterilizar y guardar en refrigeración a 4°C. 
A partir de esta solución: 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 reacción se agregan 10 µl 
de PERÓXIDO DE HIDRÓGENO (H2O2) al 30%. 
ACIDO SULFÚRICO 1 N (SOLO PARA ELISA) 

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

TÉCNICA MULTIPLEX BIOPLEX 

Tratamiento de la muestra  y  la curva estándar. 

La muestra se preparó  con las en una dilución 1:16  con el diluyente de la muestra. 

Preparación de la curva estándar. 

Una vez  r econstituido s e de be mantener e n hielo (se mantiene es table d urante u n máximo de 12  
horas s olamente). 

1. Golpear suavemente el vial de vidrio que contiene en una superficie sólida para asegurar la
pastilla es ta en el  fondo. Reconstituir el  es tándar d el l iofilizado c on 500 μl del  di luyente d el
estándar. No utilice el buffer para diluir los estándares.

2. Suavemente  del vial de vidrio vortexear 1-3 s egundos e incubar en hi elo durante 30 m in.

Etiquetar un c onjunto d e t ubos de E ppendorf de 1, 5 m l r ealizar c oncentraciones mostradas en l a 
figura: estándar 1 ( std 1) al   estándar 8 ( std 8). 

3. Añadir 128 μl del stock del estandar en un Eppendorf de   1. 5 ml que contiene 72 μl del di luyente
estándar. V ortexar s uavemente. 

4. Continúar haciendo diluciones seriadas tal como se muestra en l a figura . Después realizar  cada
dilución y  agitar s uavemente y cambiar l a punta de l a pipeta. 

NOTA: Cada estándar es  una di lución de 4 veces de l 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 tecníca Multiplex-Bioplex. 

1-Prehumedecer la pl aca (que c ontiene una m embrana)  de 96 pocillos con 100 ml de buffer de 
ensayo B io- Plex. 

2-Coloque l a placa pr ehumedecida y  r etirar el  bu ffer po r filtración al vacío. S eque l a pa rte i nferior 
de l a placa con una t oalla de papel  l impia (preferiblemente sin pelusa). 

3-Posteriormente lavar 1 veces  con 100 μl  por pozo de buffer de lavado Bio- Plex. Retirar el buffer 
de l avado por  filtración al  vacío. S eque la parte i nferior d e l a pl aca pa ra evitar la contaminación 
cruzada. 

4-Vortear la solución que contiene el cóctel de perlas o  microesferas (multiplex bead working 
solution Bio-Rad ®) durante 15-20 s egundos a velocidad media posteriormente agregar c on  l a 
pipeta de 50 μl en cada pocillo. 

5- Posteriormente lavar 2 veces  con 100 μl  por pozo de buffer de lavado Bio- Plex Retirar el buffer 
de l avado por filtración al  vacío. 

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

Pipetear 50 μl de estándar y muestra diluida (1:16) en cada pozo. Cambie l a punta de l a pipeta 
después  agr egar el  volumen requerido por m uestra. C ubra toda la placa  con la cinta adhesiva 
para c ubrir la placa. C oloque l a placa  en un a gitador d e m icroplacas y  a c ontinuación, c ubrir c on 
papel de al uminio. 

Aumentar la velocidad del agitador gradualmente a 1100 rpm, mantener la los primeros 30 
segundos d e i ncubación, a c ontinuación, r educir l a velocidad a 300 r pm e  i ncuba a  t emperatura 
ambiente durante 30 min. 

7-Al terminar la primera i ncubación, colocar la placa sobre una superficie plana y retirar lentamente 
la c inta c on l a que s ea sellada la placa, c on c uidado d e no i nclinar l a pl aca  y a que l a muestra s e 
puede mezclar de un pozo a otro. Colocar la placa en absorción al vacío. 

8-Lavar 3 veces con 100 μl de Buffer de lavado Bio-Plex. Retirar el  B uffer por  filtración al  vacío 
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 contaminación cruzada. Colocar 
la placa  en el  soporte de l a placa de plástico incluido en el k it. 

9-Preparar la solución que contiene  del  anticuerpo de detección. Nota: La solución que contiene el  
anticuerpo de detección se puede preparar 10 minutos antes de su uso. 

Importante: Placa se debe mantener en la oscuridad mientras se prepara la solución. 

a) Realizar u na  c entri fugación de 30 s egundos d el vial q ue c ontiene el  anticuerpo de detección
antes de pipetear para recoger todo el  volumen  en la parte inferior del vial. 

b) Diluir el  ant icuerpo d e det ección a un a c oncentración 1x   (Bio – Plex) ut ilizando l a det ección de
diluyente de anticuerpo el anticuerpo de detección se prepara a 10x. 
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Anticuerpo de detección  (10x) 

No 
de 
pozo
s 

10x Stock del 
anticuerpo 

Anticuerpo  (μl) 
Diluyente A 
(μl) 

Volumen Total 
(μl) 

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 detección 1x es estable durante un máximo de 4 horas cuando se almacena en
la oscuridad a temperatura ambiente. 

10- Vortexear la solución 10x de anticuerpo de detección trabajo suavemente y añadir 25 μl a cada 
pozo. Cubra toda la placa con una cinta para cubrir placas nueva (proporcionada en el kit ). 
Coloque la placa en   el  soporte  d e plástico y posteriormente  en u n agitador de microplacas, luego 
cubrir con papel de aluminio.  Aumentar la velocidad del agitador gradualmente a 1100 rpm, 
mantener l a los primeros 30 s egundos de i ncubación, a continuación, r educir la velocidad a 300 
rpm e  incubar a temperatura ambiente durante 30 min. Al final de l a incubación retirar la placa del 
agitador y desechar cuidadosamente la cinta de sellado. Finalmente colocar l a placa en filtración al 
vacío. 

11- Lavar 3 veces con 100 μl  de Buffer de lavado Bio-Plex. R etirar el de B uffer de lavado por 
filtración al  vacío después d e c ada lavado. Seque l a parte i nferior d e l a placa  c on una t oalla de  
papel l impia ( preferiblemente s in pel usa) d espués d e c ada lavado. Coloque l a pl aca en el  s oporte 
de plástico 

12- Preparación 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 solución. 

Preparación de le estreptavidina –PE 

a. Se c entrifuga p or 3 0 s eg el vial de  es treptavidina - PE a ntes de pipetear pa ra recoger t odo el
volumen en l a parte i nferior del vial. 

b. Diluir la es treptavidina - PE  100 X c on B uffer de e nsayo B io - Plex. Almacenar e n l a os curidad
después de la preparación. En la siguiente tabla se muestra la dilución dependiendo del número de 
muestras: 
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Pozos Estreptavidina-
PE(100x) (μl) 

Buffer de ensayo Bio-Plex 
Assay(μl) 

Volumen 
Total (μl) 

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 dilución de estreptavidina - PE es estable durante un máximo de 4 horas cuando se
almacena en la oscuridad a temperatura ambiente. 

13- Vortexar l a di lución de  1x   de es treptavidina -PE vigorosamente y agregar  se 50 μl  de cada 
pozo. Cubrir la pl aca con una nueva cinta. Aumentar l a velocidad del agitador gradualmente a 1 100 
rpm, mantener l a l os p rimeros 3 0 s egundos de  i ncubación, a c ontinuación, reducir l a velocidad a  
300 rpm e  incuba a t emperatura ambiente du rante 10 min. Al final de la i ncubación d e 10 min. 
Retirar la placa del agitador y deseche la cinta de sellado. Retirar el  tampón por filtración al  vacío. 

14- Lavar 3 veces con 100 μl  de Buffer de lavado Bio-Plex. R etirar el de B uffer de lavado por 
filtración al  vacío después d e c ada lavado. Seque l a parte i nferior d e l a placa  c on una t oalla de  
papel l impia ( preferiblemente s in pel usa) d espués d e c ada l avado. C oloque l a pl aca en el  s oporte 
de plástico. 

15- Se  re-suspende las perlas de cada pozo con 125 μl  con Buffer ensayo Bio- Plex. C ubrir la 
placa c on una nu eva c inta. A umentar l a velocidad del  agi tador gr adualmente a 110 0 rpm,  dur ante 
30 s egundos i nmediatamente e leer la placa en la estación Bio- Plex Multiplex. 

16- La placa fue leída en l a estación Bio-Plex Multiplex 200 sistem, software versión 6.0. La l ectura 
de  la concentración de citocinas en el sistema se realizo consultando la guía de usuario del 
software A dministrador de Bio- Plex. 
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Reactivos del Kit 

Reactivos 
Estándar l iofilizado (Standard C urve Cytokine) 

Diluyente de l a m uestra (Bio-Plex ®  human s erum s ample 
diluent) 

Diluyente es tándar (Bio-Plex ®  standard diluyent) 

Diluyente del  ant icuerpo de det ección ( Bio-Plex ®  
Detection ant ibody di luyent) 

Buffer de ens ayo (Bio-Plex ®  Buffer Assay) 

Buffer de lavado  (Bio-Plex ® Wash Buffer) 

Coctel de perlas (Conjugated Magnetic B eads )  

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

Estreptavidina –PE ( Streptavidin-PE) 

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