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Resumen
La enfermedad de Chagas(EC) es causada por Trypanosoma cruzi y presenta la fase aguda

que puede avanzar hacia fase indeterminada y cronica. Si el individuo infectado no recibe
tratamiento durante las dos primeras fases, entre el 20% a 40% desarrollarén la fase
cronica. El tratamiento es eficiente solo para la fase aguda. Especificamente al desarrollar
cardiomiopatia chagasica cronica(CCC), causante de la mayor morbilidad en la EC, no
existe droga que revierta el dafio causado por el parasito a nivel del miocardio. Estudios
recientes han asociado la via de sefiales inducida por TGF-§ en la progresion de la EC.
Sin embargo, aun no se conoce la variacion en la expresion de biomarcadores proteicos
involucrados a lo largo de esta via que estén asociados con la progresion hacia CCC y
sirvan como predictores de esta. Para llenar este vacio, se utilizaran los biomarcadores
asociados a la via TGF-B: LOXL2, CTGF, Angll, y P38MAPK. La sobreexpresion de
estos biomarcadores amplifica la activacion de los fibroblastos cardiacos del miocardio
en respuesta a la infeccidn, siendo cruciales para el desarrollo de CCC. Nos preguntamos
como varian los niveles de abundancia relativa de estos biomarcadores a lo largo de la
EC. Hipotetizamos que el cambio en la expresion desde la fase aguda hasta el desarrollo
de CCC de por lo menos una de las moléculas, permitird usarla como potencial
biomarcador predictor especifico para CCC. Paraello, se usara a Cavia porcellus, modelo
animal que desarrolla la EC de manera similar al humano, haciendo posible analizar los
biomarcadores a nivel de tejido cardiaco y suero a diferentes tiempos post infeccién. Esto
se hara con la finalidad de que en el futuro se puedan usar como biomarcadores
predictores de riesgo de progresion a CCC en humanos.

Palabras claves:  Trypanosoma cruzi, Cavia porcellus, factor de crecimiento

transformante §, Cardiomiopatia chagasica cronica, Enfermedad de Chagas.



Abstract

Chagas disease (CD) is caused by Trypanosoma cruzi and has an acute phase that can
progress to the indeterminate and chronic phases. If the infected individual is not treated
during the first two phases, 20% to 40% will develop the chronic phase. Treatment is
effective only for the acute phase. Specifically, when developing chronic chagasic
cardiomyopathy (CCC), which causes the highest morbidity in CD, there is no drug that
reverses the damage caused by the parasite at the myocardial level. Recent studies have
linked the TGF-B induced signalling pathway to the progression of CD. However, the
variation in the expression of protein biomarkers involved along this pathway associated
with progression to CCC and serve as predictors of CCC is not yet known. To fill this
gap, the TGF-P pathway-associated biomarkers LOXL2, CTGF, Angll, and P38MAPK
will be used. Overexpression of these biomarkers amplifies the activation of cardiac
myocardial fibroblasts in response to infection and is crucial for the development of CCC.
We asked how the relative abundance levels of these biomarkers vary across CD. We
hypothesise that the change in expression from the acute phase to the development of
CCC of at least one of the molecules will allow it to be used as a potential specific
biomarker predictor for CCC. For this purpose, Cavia porcellus, an animal model that
develops CD in a similar way to humans, will be used, making it possible to analyse
biomarkers at the level of cardiac tissue and serum at different post-infection times. This
will be done with the aim that in the future they can be used as biomarkers for predicting
the risk of progression to CCC in humans.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Cavia porcellus, transforming growth factor f3, chronic

chagasic cardiomyopathy, Chagas disease.



Estado del arte
1.  Generalidades de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (EC) es un trastorno que puede afectar a maltiples
organos a nivel del sistema cardiovascular, digestivo y nervioso central. La EC es causada
por la infeccion con el parésito Trypanosoma cruzi (Orden Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae), el cual, en zonas endémicas como Peru, se transmite principalmente
cuando el vector triatomino infectado se alimenta mediante una picadura vy,
posteriormente, deposita sus heces con el parasito en la herida. Ademas, principalmente
en paises no endémicos, también se ha reportado transmision por transfusiones de sangre,
trasplante de 6rganos, por via oral y congénita.t

1.1.  Desarrollo de la enfermedad, cuadro clinico y tratamiento:

La EC cuenta con diferentes fases post infeccion con el parasito. Después del
periodo de incubacién empieza la fase aguda de la enfermedad. En humanos, esta se
caracteriza por tener una duracion de aproximadamente dos meses y por presentar una
fuerte respuesta inmunitaria, debido a su alta parasitemia. Durante este tiempo las
manifestaciones clinicas mas comunes son fiebre, dolor de cabeza, diarrea,
linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, entre otras. Al terminar este periodo, los
niveles de parasitemia van a decrecer promoviendo que los sintomas sean mas
controlables. También es importante resaltar que algunos pacientes infectados pueden ser
asintomaticos durante esta fase.*

Luego, se desarrolla la fase indeterminada con una duracion que se puede extender
por décadas y que se caracteriza por tener bajos niveles de parasitemia, lo que ocasiona
que no haya presencia de sintomas clinicos. De los pacientes infectados que se encuentran

en esta fase aproximadamente el 30% pasara a la fase cronica.?



Finalmente, la fase cronica es donde se presentan méas dafios a nivel de los
organos, debido a la acumulacion de dafios durante la fase indeterminada. Las
manifestaciones crénicas pueden afectar a nivel del corazon, tracto gastrointestinal y el
sistema nervioso. La cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) es la afeccidon que se
desarrolla de manera recurrente (20%-40%) con altos niveles de morbilidad y mortalidad
entre los individuos infectados, debido a que ocasiona diversos dafios a nivel cardiaco.
Por otro lado, la afectacion del tracto digestivo se debe principalmente al dafio de los
nervios que controlan este sistema, siendo las manifestaciones de megaesoéfago y
megacolon las mas presentadas. En cuanto al dafio a nivel del sistema nervioso, no es
comun, pero puede generar problemas en la cognicién como neuritis o demencia.*?

El tratamiento de la EC se centra en tratar directamente la infeccidn por el parasito
para asi eliminar y prevenir la infeccion cronica. Los farmacos usados son el benznidazol
(BNZ), como droga principal, y el nifurtimox, como alternativa. En fase aguda, el
tratamiento es efectivo presentando tasas de éxito del 65% a 80%. Sin embargo, el
tratamiento a base de BNZ, ademas de tener efectos toxicos colaterales, es largo lo que
puede generar que los pacientes abandonen el tratamiento, aumentando la posibilidad de
resistencia al farmaco. En la fase crénica, el BNZ muestra una reduccion de su eficacia y
en pacientes con CCC no es capaz de mitigar el dafio cardiaco. Por esta razon, es de suma
importancia el descubrimiento de herramientas preventivas para la fase cronica.?

1.2.  Modelos animales

La EC sigue siendo un reto debido a que existen vacios de conocimiento,
principalmente en su tratamiento. Frente a esto nace la necesidad de realizar
investigaciones usando modelos animales.*

Por predileccion el modelo animal del raton es el més utilizado para analizar la

infeccion por T. cruzi. Sin embargo, la eficiencia de este modelo estara sujeta al linaje del
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raton y la cepa del parésito que se use. Esto hace cuestionable las extrapolaciones de los
hallazgos en este modelo.* Las principales diferencias halladas entre el modelo animal
del ratdn y el humano recaen en la forma en cémo progresa la EC. La fase cronica no se
suele desarrollar en los ratones, a esto se suma que pueden presentar una alta letalidad en
fase aguda. A diferencia de la forma en como se desarrolla la fase cronica en humanos,
en el caso de ratones que logran llegar a esta fase, se ha visto la afectacion simultanea de
varios organos. Ademas, algunos presentan manifestaciones cronicas del humano como
la presencia de nidos de parésitos en los tejidos desde la fase aguda.®

Por esta razon, se ha postulado a Cavia porcellus (cobayo) como una nueva
propuesta de modelo animal.® El cobayo cuenta con una fisiologia y una respuesta inmune
similar al humano como lo reporta Padilla et al. Ademas, segun Dasagrandhi et al.
también tiene un gran parecido en cuanto a sus parametros cardiovasculares, como en el
potencial de accién ventricular. Adicionalmente, en la investigacion de Clauss et al.
mencionan similitudes en la produccion de células inflamatorias al nivel del miocardio,
uno de los desencadenantes de arritmias; entre otras manifestaciones clinicas y patologias
que se mencionaran mas adelante en la seccién de alteraciones morfoldgicas. Ademas de
lo mencionado, C. porcellus es un buen modelo para estudiar la EC debido a que
desarrolla el ciclo de infeccién por T. cruzi como el humano, pero en un menor tiempo.
Ademas, C. porcellus logra la supervivencia durante la fase aguda para luego pasar a la
fase indeterminada y finalmente tener la posibilidad de desarrollar la fase cronica. Este
modelo presenta una alta parasitemia en la fase aguda y un mayor dafio al tejido cardiaco
en la fase crdnica, siendo esta la manifestacion mas frecuente segun la investigacion de
Castro-Sesquen et al.> 6 "8

A pesar de que este modelo cuenta con algunas limitaciones debido a su novedad,
como una menor cantidad de reactivos comerciales a comparacion del modelo del raton,
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sigue siendo un modelo animal prometedor para la EC.°

2. Cardiomiopatia Chagésica cronica
La CCC, como se mencion0, es la afeccion méas frecuente, siendo
desarrollada por el 20-40% de los 6 millones de personas que se reportan estarian
infectadas y es la principal causa de muerte. Existe una nocion respecto a las
alteraciones morfologicas y moleculares asociadas a la patologia que causa el
parasito a nivel de esta enfermedad, descritas lineas abajo.
Sin embargo, aun no se llega al entendimiento completo de la patogénesis

debido a su complejidad 2°

2.1.  Alteraciones morfoldgicas

Hasta nuestro entendimiento se sabe que la CCC presenta una compleja diversidad
de manifestaciones clinicas y patologias que iran desarrollandose a lo largo del tiempo y
dependen de muchas variables, tanto del parasito como del hospedero. Comenzando por
la miocarditis que produce el estadio amastigote del parasito, ademas de remodelacion
miocardica, proliferacion de fibroblastos que aumenta el colageno y favorecen la
acumulacion de matriz extracelular, provocando asi fibrosis reactiva y reparativa; las
alteraciones del movimiento de la pared cardiaca, aneurismas apicales, necrosis de
coagulacién de los cardiomiocitos, vasoespasmos, infiltracion linfocitica continua,
hipertrofia, disfuncion diastolica y sistélica, pérdida de fibras miocardicas, cambios
ateroscleréticos y miocitolisis.>?% Las manifestaciones de arritmias ventriculares, que
pueden terminar con una muerte subita cardiaca, y la insuficiencia cardiaca son las que
generan mayor mortalidad entre los pacientes.

En cuanto al diagndstico de CCC, segun la OMS, se debe realizar al menos dos

pruebas diferentes, junto a informacién epidemioldgica, para evitar sobreestimaciones.
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Debido a la baja carga parasitaria, caracteristica de la fase crénica de la EC, las pruebas
Gold standard para el diagnostico son las pruebas seroldgicas, siendo ELISA la mas
utilizada. De haber discrepancia en los resultados, se debe realizar una tercera prueba,
como PCR o Western blot.! El diagnéstico se puede complementar con pruebas de
imagen, como electrocardiogramas, ecocardiografias, gammagrafias de perfusion
miocardica y resonancias magnéticas cardiacas.*®

2.2.  Alteraciones moleculares

En base a los cambios moleculares se conoce que se centran en las respuestas
inmunoldgicas de los infectados, como migracion de células inmunes a diversos tejidos,
la activacion de proteinas inflamatorias, produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), entre otras. Ademas, a todos estos cambios se suman las alteraciones que ocasiona
el parésito para interferir con la defensa del hospedero, como la destruccion de las células
inmunes.?!! La CCC se caracteriza por una sobreproduccion de citoquinas debido al
exceso de produccion de ROS. Estas citoquinas tienen el caracter inflamatorio (TGF-B,
IFN-y, TNF-a e IL-6) y su sobreexpresion conlleva la accion conjunta de las células T
CD8+ y los macréfagos con el fin de regular la infeccion. No obstante, la presencia en
exceso de las células T CD8+ genera inflamacion y agrava los dafios a nivel cardiaco.
Otras células que también causan inflamacion del corazon, debido a su accion de defensa,
son las T reguladoras.?''? Cabe resaltar que los cambios moleculares e inmunoldgicos
pueden modificarse dependiendo de la cepa del parasito y la constitucion genética del
hospedero. Por esta razdn, es necesario tratar de seguir dilucidando la respuesta inmune
frente a esta enfermedad y también como el parasito se adapta a ello.?

Actualmente, se han descrito varias vias de sefializacion celular que se asocian
fuertemente a la progresién de la CCC. Entre ellas destacan la via del interferén gamma

(IFN-y) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)). Ambas citoquinas, se encuentran
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sobreexpresadas durante la progresion de CCC y presentan asociacion con procesos
importantes a nivel cardiaco, en especial tienen accion directa en la disfuncion de
mitocondrias durante CCC.*® A estas vias se suma la via independiente de la caspasa 1y
se encarga principalmente de la produccion de la interleuquina 1 beta (IL-1p), esta
citoguina tiene un papel fundamental en la matriz extracelular, la cual se ve afectada
durante el desarrollo de la enfermedad.’* Finalmente, la via del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-p), la cual es una de las mas estudiadas en la progresion de CCC.
Varios autores consideran a TGF-f como un posible biomarcador predictor, pero no
especifico, debido a su alto nivel en la fase cronica, lo cual se asocia a un grave pronostico.
Por esta razon es de suma importancia seguir conociendo a mas detalle esta via. > 16 17
3.  Viade TGF-p

3.1.  Funciones en el humano

TGF-B es una citoquina pleiotropica debido a su capacidad de desempefiar
diversas funciones reguladoras importantes. Esta proteina homodimérica es secretada por
la mayoria de las células en casi todas las fases de desarrollo. TGF-B participa en el
control y regulacién de la proliferacion y diferenciacion celular, la produccién de matriz
extracelular, el desarrollo embrionario, estimula la reparacion de tejidos promoviendo el
crecimiento de células epiteliales, modula la respuesta inmune y la apoptosis manteniendo
la homeostasis.*> 18

3.2. \Vias

Debido a que TGF-B es secretado en su forma bioldgicamente inactiva, necesita
unirse a receptores de membrana tipo 1 o 1l (TbRI, TbRII).1>!8 Al estar activado por
fosforilacion del receptor, TGF-B, puede activar la via dependiente de Smad (canonica) o
la via independiente de Smad (no candnica).®

3.2.1. Viacanbnica



Esta via se basa en la activacion de las proteinas SMAD2/3, por accion del
receptor mediante fosforilacion. Ambas forman un complejo heterotrimérico con
SMADY4, el cual es capaz de llegar al nucleo. En el nacleo se activan otras cascadas de
sefializacion (colageno 1, fibronectina, etc.) y se regulan genes que interaccionan con
TGF-B.15’ 18, 19, 20

3.2.2.  Viano canonica

Esta via se diferencia de la canonica debido a que el receptor de membrana activa
proteinas distintas a Smad. Las vias alternativas mas conocidas son en base a las proteinas
quinasas activadas por mitdgenos (MAPKS), entre ellas estan la quinasa regulada por
sefiales extracelulares (ERK), Jun N-terminal quinasa (JNK), quinasa activada por
mitdgenos 38 (p38), fosfatidilinositol 3 quinasa (P13K), entre otras.'® 18 1920

3.3.  Biomarcadores asociados a la via de TGF-p

Han surgido nuevas investigaciones sobre biomarcadores en la EC con el fin de
encontrar nuevas herramientas para el pronostico de la CCC.2! Algunos estudios
proponen a potenciales biomarcadores predictores como Galectina-3(Gal-3),
Metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPSs) e inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs). Debido a que la proteina Gal-3 es expresada por diversas
células y tejidos, su sobreexpresion esta asociada a la mortalidad en diversas cardiopatias,
no solo en la CCC. Sin embargo, existen discrepancias sobre la correlacion entre Gal-3 y
la fibrosis cardiaca que adn faltan aclarar. 622 En cuanto a MMPs, como MMP-2y 9,
estas se ven sobre activadas por accion de TGF-B generando la remodelacion de la matriz
extracelular y produccion de colageno cardiaco, ademas de disminuir la expresion de
TIMPs, generando asi un desequilibrio en MMP/TIMP. 15 16. 24

Por otro lado, en la literatura se encontro que existen otras moléculas asociadas a

la via de TGF-B, como la proteina Lisil-oxidasa homologa 2 (LOXL2), el Factor de
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crecimiento del tejido conectivo (CTGF), la Angiotensina Il (Angll), y la Proteina quinasa
activada por mitogenos 38 (P38MAPK). Sin embargo, no se ha reportado como estos
biomarcadores se expresan a lo largo de las diferentes fases de la EC.

Estudios como el de Bertaud et al., Luquetti et al., y Hong et al. hablan de cémo
la sobreexpresion de LOXL2 influye en el aumento de los niveles de TGF-B, ambos
relacionados con la remodelacion miocérdica.'® 2223 Otros estudios, como el de Hoffman
et al., Waghabi et al., Hong et al., y Hillege et al. también hablan de cobmo por la via no
canonica p38MAPK existe la triada Angll/TGF-B/CTGF. Donde la Angll es una
hormona generada en todo el cuerpo que se relaciona con el aumento del estrés oxidativo
y puede influenciar a TGF-B por las vias canénica y no canénica;*® mientras que CTGF,
a diferencia de LOXL2 y Angll, sera modulada por TGF-B por ambas vias;> 16:2325 y
por ultimo p38MAPK, la cual juega un rol en la expresidn de genes pro fibréticos. Es asi
como en esta triada Angll estd aumentando los niveles de TGF-f3 y CTGF siendo asi que
favorece la actividad de los fibroblastos cardiacos pudiendo terminar en el desarrollo de
ccc.le

Todas estas moléculas aun requieren de mas estudios para una descripcion

completa de su expresion a lo largo del curso de la EC.

Problema de investigacion

La EC, con 6 millones de personas infectadas, 70 millones en riesgo de infectarse
y 12 mil muertes anuales, segtin aproximaciones de la OPS/OMS del 2022,° la convierte
en una preocupacion de salud publica no sélo en paises endémicos como nuestro pais,
sino también a nivel mundial, debido a la migracion de individuos infectados de zonas
endémicas a zonas no endémicas. Debido a los casos asintomaticos, la prevalencia se

podria ver subestimada. Aproximadamente entre 20% y 40% de los sintomaticos
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desarrollan la manifestacion de CCC, la cual presenta una mayor tasa de morbilidad y
mortalidad. Esta forma de la fase cronica se caracteriza por tener un alto proceso
inflamatorio que causa dafio a nivel del miocardio. Las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad se centran en lo que es insuficiencia cardiaca, arritmias, eventos de
tromboembolismo y muerte cardiaca stbita.® 1°

Considerando el gran impacto negativo que tiene el llegar a desarrollar CCC en la
salud de los infectados, es preocupante que no se cuente con un tratamiento efectivo para
esta manifestacion cronica. Aun mas, teniendo en cuenta que el dafio que causa el paréasito
a nivel del miocardio no se puede revertir. Por ello es necesario contar con biomarcadores
predictores del desarrollo de una CCC vy evitar que el individuo infectado desarrolle la
fase cronica. 110

En base a la necesidad de un método predictivo para la CCC, han surgido estudios
con relacion a biomarcadores que sirvan para este propésito. Frente a esto, nacen estudios
sobre TGF-B, una citoquina profibrotica. En el afio 2002 un estudio, a cargo de Araujo et
al., encontro niveles elevados de TGF-f en pacientes en diferentes fases de la EC,
considerandolo como una nueva herramienta y posible blanco preventivo.?® Afios
después, Ferreira et al. (2016) observaron més a fondo la sefializacion de la via TGF-f
durante la fase aguda de la EC, sugiriendo la importancia de la expresion de este factor
en la progresion de la enfermedad, debido a que una sobreexpresion conlleva un mayor
almacenamiento de colageno y fibrosis.!® Ademas, en 2019 Silva et al. estudiaron los
mecanismos que regulan TGF- como SMAD?2 y p38 en cultivos de células cardiacas,
expresando también la importancia de seguir estudiando esta via para obtener una mayor
comprension de ella en la progresion de la EC.2° No obstante, TGF-p no sélo tiene un rol
antagonista. En un organismo sano, TGF-B se encarga de diversas funciones celulares y

también juega un papel relevante en la preservacion de la estructura cardiaca. Por esta
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razén, inhibir la expresion de TGF-p para evitar la progresion de la EC es arriesgado y no
viable.?2 27

Con relacion a esto, recientemente han surgido estudios que evaltan diferentes
biomarcadores asociados a la via de TGF- a lo largo de la EC. En el estudio de Luquetti
et al. se han evaluado biomarcadores fibréticos como GAL-3, NT-pro BNP, troponina, y
LOXL2 en relacion con el desarrollo del dafio cardiaco en pacientes con la EC, llegando
a postular a GAL-3 como un muy posible biomarcador predictivo.?? Otra investigacion
importante, a cargo de Medeiros et al., sugiere a MMP-2 y MMP-9, evaluados a nivel
tisular, como posibles biomarcadores potenciales para predecir la progresion de la EC.%*
No obstante, ain no hay estudios que evallen la variacion en los niveles de abundancia
relativa de proteina de biomarcadores asociados a la via de TGF-B que puedan ser
predictores directos para la CCC. Debido a estos antecedentes, hemos seleccionado estos
biomarcadores LOXL2, CTGF, Angll, y P38MAPK, los cuales también estan asociados
a TGF-B y cuentan con la caracteristica comun de potenciar la actividad fibrética a nivel
del miocardio.1? 1627

A la fecha, no se conoce cuando comienza la alteracién en la expresion de estos
biomarcadores a lo largo de la EC, lo que nos lleva a plantearnos la siguiente incégnita:
¢Como varia la expresién de LOXL2, CTGF, Angll, y P38-MAPK a lo largo de la EC?
Debido a los antecedentes recién mencionados hipotetizamos que el cambio significativo
en la expresion desde la fase aguda hasta el desarrollo de CCC de por lo menos una de
las moléculas, LOXL2, CTGF, Angll, y P38-MAPK, la hara un potencial biomarcador
predictor especifico para CCC.

El objetivo de la presente propuesta de investigacion es determinar si los
biomarcadores LOXL2, CTGF, Angll, y P38-MAPK podrian servir como predictores

especificos del riesgo de progresion a CCC. Para ello, analizaremos longitudinalmente en
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diferentes tiempos post infeccién con T. cruzi, a nivel de suero y tejido cardiaco, los
biomarcadores en C. porcellus a lo largo del desarrollo de la EC.%8 2% %031 Este es un
novedoso modelo capaz de desarrollar la EC de manera similar al humano en diversos
aspectos como las fases de presentacion/progresion de la EC, la parasitemia, la respuesta
inmunoldgica, entre otras.>

Esta investigacion se realiza con la finalidad de que en el futuro se puedan utilizar
los biomarcadores como herramientas predictoras de riesgo de progresién a CCC en
humanos, ayudando a prevenir la generacion de los dafios irreversibles causados por la

CCC.

Estrategia de abordaje

La estrategia metodoldgica se basa en un estudio longitudinal que consiste en
medir y comparar la expresion de biomarcadores proteicos proteicos a nivel de suero y
tejido cardiaco en C.porcellus en diferentes tiempos post infeccion con T. cruzi. El estudio
iniciara con la infeccion por via intraperitoneal de tripomastigotes sanguineos de T. cruzi
en C. porcellus, siguiendo las consideraciones éticas correspondientes, en un laboratorio
con un nivel de bioseguridad tipo 2. Los animales se dividiran en dos grupos: el grupo
sano o control y el grupo infectado, en ambos se haran tres subdivisiones tomando en
cuenta el tiempo post infeccion (agudo, indeterminado y crénico). Para evaluar las
variaciones en la expresion de los biomarcadores de interés de interés (LOXL2, CTGF,
Angll, y P38-MAPK) a lo largo de las fases de las fases de la EC, se realizaran diferentes
pruebas inmunoldgicas y moleculares para detectar los diferentes biomarcadores; éstas se
replicaran para cada grupo en muestras de sangre para obtener suero y tejido cardiaco.
Los animales seran eutanizados siguiendo los protocolos de eutanasia del Comité

Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA) de la UPCH. Las muestras de suero
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se obtendran mediante la toma de sangre, que se iran almacenando para hacer la deteccién
de biomarcadores usando ELISA. Paralelamente, se recolectara el tejido cardiaco, que se
dividira en tres porciones para detectar los biomarcadores usando diferentes técnicas: una
para inmunohistoquimica, otra para transcriptdmicay otra para Western blot. Finalmente,
por pruebas estadisticas se evaluaran los resultados obtenidos de cada prueba para
determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos post
infeccion y el grupo control.> 1 18 Para realizar las técnicas propuestas cada uno de estos
biomarcadores seran detectados por reactivos comerciales dirigidos para C. porcellus que
se pueden obtener de las empresas como Invitrogen, Abcam, Enzo, My BioSource,

Biorbyt, entre otras.
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