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RESUMEN 

 

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario kinetoplástido Trypanosoma 

cruzi, representa un problema mayor de salud pública, ya que afecta a 

aproximadamente 10 millones de individuos y reviste una carga significativa de 

morbilidad y mortalidad debido a que en un tercio de pacientes infectados se 

desarrollan cardiopatías agresivas y a veces fatales. Se han reportado en distintas 

enfermedades infecciosas y no infecciosas modificaciones del nivel normal de 

metilación total del DNA genómico; muchas de éstas están vinculadas a patologías 

graves como fibrosis, cáncer e inflamación, y su estudio se enmarca dentro de la 

epigenética. El propósito de este estudio fue investigar si existen modificaciones 

del estatus de metilación global en tejido cardíaco de ratas de experimentación 

infectados con Trypanosoma cruzi, durante la fase aguda. Se infectaron 

experimentalmente ratas con la cepa Y (TcII) o la cepa C300 (TcI) más un grupo 

control (no infectado).  Sólo la cepa C300 causó hipometilación significativa en el 

tejido cardiaco, detectado por inmunohistoquímica cuantitativa. La cuantificación 

de metilación global basada en ELISA no fue sin embargo, capaz de detectar 

cambios globales, probablemente debido al patrón multifocal tisular de la 

enfermedad de Chagas, y tampoco hubo correlación significativa con la carga 

parasitaria (medida por qPCR). Los resultados sugieren que T. cruzi podría, directa 

o indirectamente, alterar el estado de metilación global del hospedero, añadiendo 

un mecanismo más al arsenal patofisiológico de la enfermedad.  

Palabras clave: 5mC, Chagas, Trypanosoma cruzi, metilación global, epigenética  



 

 

ABSTRACT 

 

Chagas disease, caused by the kinetoplastid protozoan Trypanosoma cruzi, 

represents a major public health problem, since it affects approximately 10 million 

individuals and carries a significant burden of morbidity and mortality due mainly 

to the fact that it causes in a third of infected patients aggressive heart disease, 

sometimes with fatal outcomes. Modifications of the normal level of total 

methylation of genomic DNA have been reported in different infectious and non-

infectious diseases pathologies; many of these are linked to serious pathologies such 

as fibrosis, cancer and inflammation, and its study is framed within epigenetics. The 

purpose of this study was to investigate if there are modifications of the global 

methylation status in cardiac tissue of experimental rats infected with Trypanosoma 

cruzi, during the acute phase. .  Two groups of rats were experimentally infected 

with either the T. cruzi Y strain (TcII) or C300 strain (TcI) and together with a 

noninfected control group. Of the two strains, only the C300 caused significant 

hypomethylation in cardiac tissue, detected by immunohistochemistry. The 

quantification of global methylation based on ELISA was not, however, able to 

detect global changes, probably due to the multifocal tissue pattern of Chagas, and 

there was no significant correlation with parasitic load (measured by qPCR). The 

results suggest that T. cruzi can, directly or indirectly, alter the state of global host 

methylation, adding one more mechanism to the pathophysiological arsenal of the 

disease. 

Key words: 5mC, Chagas, Trypanosoma cruzi, global methylation, epigenetics 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

La enfermedad de Chagas, principal causante de cardiopatía crónica en 

Latinoamérica, es considerada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) una 

enfermedad desatendida, y no es considerada como prioridad ni siquiera en los 

países endémicos. A más de 100 años de la descripción de la enfermedad  junto a 

la de su agente etiológico, el protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), y a 

pesar de esfuerzos puntuales a lo largo de 20 años por diferentes grupos para 

desarrollar vacunas  (Quijano-Hernandez y Dumonteil 2011) hasta el momento no 

existe ninguna vacuna disponible comercialmente. El tratamiento de los pacientes 

se basa en farmacoterapia desarrollada en los años 1960’s, con Nifurtimox (Bayer) 

y Benznidazole (Roche), ambos con efectos secundarios potencialmente serios. El 

tratamiento es sólo efectivo en la fase aguda, que es muchas veces asintomática, lo 

que ha limitado el control clínico de la enfermedad (Bern 2011). La mayor 

reducción de casos se debe al control por insecticidas de los vectores, 

principalmente triatominos sinantrópicos. En el desarrollo moderno de terapias, la 

secuencia convencional de trabajo  inicia por el entendimiento de los mecanismos 

de la patología (lo cual permite también tecnificar una diagnosis) y el planteamiento 

de dianas para el tratamiento y diagnóstico (Kim et al 2011). En el caso de la 

enfermedad de Chagas, los esfuerzos han estado limitados por el bajo  influjo de 

fondos característico de las enfermedades desatendidas, y los logros en el 

entendimiento de su intrincada patogénesis son moderados e insatisfactorios 

(Marin-Neto et al 2007; Ba et al 2010).  
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El presente estudio pretende aportar al entendimiento de la enfermedad,  mediante 

un diseño de tipo experimental, cuantitativo, transversal, que empleará un modelo 

animal (Rattus norvegicus) y explorará si existen alteraciones de la metilación 

global de DNA nuclear (un biomarcador reciente de diversas patologías), en el 

tejido cardiaco (principal tejido afectado) de los animales infectados 

experimentalmente. 

Los resultados potenciales generan la posibilidad de describir nuevas rutas no antes 

descritas en la patogénesis, y aportar a los actuales correlatos de pronóstico 

(biomarcadores predictivos) de esta enfermedad olvidada, así como plantear 

estudios adicionales y más detallados de mecanismos patoepigenéticos.  
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El mal de Chagas afecta a toda Latinoamérica, y en el caso de Perú, ésta se presenta 

en las poblaciones rurales, principalmente en las regiones sudoccidental, norte, y 

nororiental, específicamente Piura, Cajamarca, Amazonas, Arequipa, llegando a 

posiblemente unos 665 mil infectados a nivel nacional (Náquira y Cabrera 2009). 

Siendo una enfermedad desatendida, urgen iniciativas en todas las áreas biomédicas: 

investigación clínica, epidemiológica y experimental. T. cruzi, al poder infectar a 

más de 100 mamíferos, es virtualmente inextinguible. Las estrategias deben 

entonces basarse en preparar a las poblaciones humanas para minimizar la 

exposición al parásito: mediante el control de los vectores (insectos hematófagos), 

y reservorios domésticos (perros, cuyes), diseño de vacunas, elaboración de nuevos 

fármacos antiparasitarios, así como el descubrimiento de nuevos aspectos de la 

patogénesis. Este estudio pretende aportar en este último rubro, y sus potenciales 

repercusiones no serían necesariamente a largo plazo como el descubrimiento de 

nuevos fármacos para dianas moleculares (que podría llegar a más de una década) 

(Johnston 2009) sino por ejemplo a través de vías rápidas y accesibles a poblaciones 

desfavorecidas, como el reposicionamiento de drogas ya usadas y aprobadas para 

otras enfermedades (Gloeckner et al 2010). En ese sentido, no se conocen estudios 

referentes a anomalías epigenéticas en el hospedero durante la infección y este 

estudio pretende iniciar esa línea de investigación. 

  



4 

 

III.   MARCO TEÓRICO 

 

a. La Enfermedad de Chagas: historia, presentación y 

distribución 

 

La enfermedad de Chagas es una infección debilitante y de por vida que es causada 

por el parásito kinetoplástido Trypanosoma cruzi. Este parásito probablemente ya 

infectaba mamíferos salvajes antes de la llegada de las primeras migraciones 

humanas a América del Sur hace al menos 9 mil años (Aufderheide et al 2004). El 

parásito, que es transmitido por insectos hematófagos de la familia Reduviidae, 

comenzó a infectar mamíferos domésticos y poblaciones humanas cuando estos 

insectos se adaptaron al entorno domiciliario, que fue cada vez más accesible a 

medida que la deforestación avanzó, especialmente en los últimos trescientos años 

(Coura y Vinas 2010). Después de un periodo de incubación que puede durar de 

una semana a un mes, un tercio de los pacientes mostrarán síntomas inespecíficos 

de la infección, como dolor abdominal, anorexia, fiebre, adenopatía linfática, 

malestar general, e hinchazón en el lugar de la picadura (Engman y Leon 2002). 

Esta etapa de la enfermedad se denomina aguda y tiene una mortalidad de hasta 

10%, generalmente por miocarditis aguda o meningoencefalitis especialmente en 

infantes (Coura 2007). Sin embargo, la mayoría de individuos infectados con T. 

cruzi se volverán portadores  asintomáticos de la enfermedad con parasitemia 

mínima o indetectable, aun cuando hayan anticuerpos contra T. cruzi y DNA del 

parásito detectables y circulando. Tras varias décadas en el estadío indeterminado 

de la enfermedad, durante el cual no habrán signos evidentes de daño orgánico o 

resultados electrocardiográficos obviamente anormales, entre un 25 y 30% de los 

pacientes desarrollarán la fase crónica de la enfermedad, caracterizada por una 
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cardiomiopatía dilatada, así como el desarrollo de desórdenes gastrointestinales, 

siendo los más prominentes megacolon y megaesófago (Fig. 1) (Matsuda et al 

2009). Esta enfermedad afecta aproximadamente a 10 millones de individuos (2% 

de Latinoamérica)(Fig. 2), con cerca de 80 millones de personas en riesgo, 41 mil 

nuevos casos al año y una mortalidad anual de 50 mil (Strosberg et al 2007; WHO 

2007). Asimismo, la migración humana  ha causado infecciones en países no 

endémicos (Fig. 3), con un estimado de 300 mil pacientes con enfermedad de 

Chagas viviendo solo en Estados Unidos (Schmunis y Yadon 2010). Gracias a 

iniciativas regionales, que han incluido interrumpir los ciclos de transmisión 

peridomésticos y domésticos mediante el control químico de vectores 

(principalmente triatomíneos), control de reservorios animales, educación en salud, 

mejoramiento en condiciones de vivienda y manejo de pacientes infectados, la 

prevalencia ha disminuido hasta en un 50% desde 1990 (WHO 2007). 

 

Figura 1 . Evolución temporal de la infección de T.cruzi desde la infección hasta 

la fase crónica sintomática (Adaptado de (Munoz-Saravia et al 2012)). 

 

 



6 

 

 

Figura 2. Estimado actual de inmigrantes infectados con T. cruzi en países no 

endémicos. (Adaptado de (Lidani et al 2019)).  

 

Figura 3. Prevalencias estimadas de la infección con T. cruzi (Adaptado de (Bern 

2015)). 
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b. Biología del parásito Trypanosoma cruzi 

 

El parásito flagelado T. cruzi posee un ciclo de vida digenético, es decir, se 

desarrolla tanto en dos hospederos: vertebrados e invertebrados, dentro de los 

cuales diferentes estadios surgen (Fig. 4). En el hospedero vertebrado es un parásito 

intracelular obligado, por lo cual ocupar esta localización se vuelve crítico para la 

manutención de la infección. El estadio del ciclo de vida del parásito que tiene la 

capacidad de invadir células de vertebrados (especialmente mamíferos) es el 

tripomastigote, el cual puede ser tripomastigote metacíclico (del griego μετά “en 

medio” del ciclo) al ser transmitido al hospedero tras la picadura del insecto vector, 

o tripomastigote sanguíneo, que proviene de infectar otras células del hospedero 

mamífero y circula en su  torrente sanguíneo. Este estadio tripomastigote (“taladro-

látigo”) no tiene capacidades replicativas, y es capaz de infectar virtualmente 

cualquier tipo celular mamífero nucleado. Una vez dentro de la célula, el parásito 

queda inicialmente albergado en una vacuola parasitófora, pero luego escapa al 

citosol y se diferencia en múltiples amastigotes que pueden llegar a ocuparlo por 

completo (Fig. 4-G).  

 

 

 

 

 

Ç 
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Figura 4. El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi: (A) insecto triatomíneo 

consumiendo sangre contaminada de un hospedero mamífero infectado, (B) 

diferenciación de tripomastigotes sanguíneos en epimastigotes, (C) replicación en 

el tracto digestivo del insecto vector, (D) diferenciación hacia tripomastigotes  

metacíclicos que son defecados al momento de picar a un hospedero mamífero, (E) 

los cuales infectan células del hospedero, (F) donde se diferencian hacia 

amastigotes, (G) los cuales se replican por fisión binaria, (H) se diferencian hacia 

tripomastigotes sanguíneos, (I) y lisan la célula que los contiene, (J) para seguir 

infectando células del hospedero, o ser transferidos al insecto vector mediante 

picadura (A). Tomado de (Perez et al 2014) 
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En este punto comienza la diferenciación, por razones desconocidas, hacia 

tripomastigotes sanguíneos (no metacíclicos) que ocupan mayor volumen, tienen 

elevada motilidad y terminan lisando las células desde adentro (Fig. 4 - I) para 

escapar al torrente sanguíneo y reinfectar a otras células vecinas, (Fig. 4 - J) o, al 

estar distribuido sistémicamente, ser absorbidos por insectos vectores hematófagos 

y perpetúen la transmisión a nuevos hospederos. En el estómago de estos insectos 

vectores estos tripomastigotes sanguíneos se diferencian hacia epimastigotes, los 

cuales sí pueden replicarse. Si bien la mayoría de epimastigotes muere por los 

ácidos digestivos del insecto, los parásitos sobrevivientes llegan a la parte final del 

tracto digestivo (el recto) donde se diferencian hacia tripomastigotes nuevamente 

pero esta vez, metacíclicos, que están presentes en sus heces (Kollien et al 2001). 

El insecto reduvio vector, principalmente de los géneros Triatoma, Pastrongylus y 

Rhodnius en el Perú (INS 2005), es hematófago y se ha adaptado a alimentarse de 

vertebrados, adoptando vida nocturna y con una picadura por lo general indolora. 

Tras la picadura, el insecto defeca muy cerca de la herida y la persona puede 

inadvertidamente inocularse al rascarse. De esta manera, el ciclo de vida del 

parásito queda completo.  

 

c. Determinantes de la fase crónica 

 

La cardiomiopatía chagásica, representativa de la fase crónica, es muy agresiva, 

dilatada (hinchamiento de las cámaras del órgano y adelgazamiento de sus paredes), 

de naturaleza inflamatoria, acompañada de una fibrosis progresiva, con eventos 

trombo-embólicos, autoinmune y con pronóstico pobre (alrededor de la mitad de 

supervivencia a 2 años, comparada con cardiomiopatías de etiología no inflamatoria) 
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(Bestetti y Muccillo 1997), que daña tanto el sistema cardioeléctrico como el 

miocardio en su totalidad (aurículas y ventrículos) (Marin-Neto et al 2007).  Las 

causas exactas determinantes de este desenlace siguen siendo elusivas.  La 

enfermedad es muy compleja en su patogénesis y solo se entiende parcialmente; el 

consenso actual es que la enfermedad es compleja y multifactorial, con muchas vías 

que interactúan entre ellas.  La evidencia indica que el cuadro crónico es el 

resultado de una combinación de daño neurológico y celular causado directamente 

por el parásito (Prata 2001), así como daño secundario debido a la respuesta inmune 

inflamatoria crónica, daño oxidativo (Vyatkina et al 2004) y autoinmunidad 

causada tanto por la continua exposición (modelo inmunológico del “peligro”) a 

autoantígenos que normalmente están escondidos (Tveita 2010; Nagajyothi et al 

2012), el grado de similaridad (mimetismo molecular) que existe entre las 

moléculas del parásito y del hospedero (Cunha-Neto et al 2006); como a la 

persistencia prolongada del parásito aun cuando sea en condiciones de muy baja 

parasitemia tisular (Nagajyothi et al 2012). Factores como la dosis infectiva, la ruta 

de transmisión, el número de reinfecciones, la respuesta inmune inicial (Sanches et 

al 2014), el genotipo del parásito y el hospedero (Andersson et al 2003) tendrían 

una influencia significativa en la evolución de la enfermedad. 

 

d. La infección sistémica 

 

Una vez que el parásito entra en las células del hospedero, la primera barrera de 

detención será conformada, probablemente, por células epiteliales (Chiribao et al 

2014). Secuencialmente, el parásito inicia rápidos programas de adhesión y 

penetración en las células circundantes. Eventualmente, llega a vasos sanguíneos, 
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donde se inicia el proceso de transmigración endotelial (Coates et al 2013). Siendo 

la transmigración celular tan altamente regulada, se deduce que T. cruzi es capaz de 

subyugar y modular las vías de señalización correspondientes. Coates et al (2013) 

confirmaron esta suposición al ver que bradiquinina, quininógeno y cruzipaína eran 

necesarios para la transmigración en un modelo in vitro de endotelio. Una vez que 

atraviesa esta zona, el parásito atraviesa la matriz extracelular con proteasas propias 

(por ejemplo, cruzipaína) (Santana et al 1997). Además de esto, el proceso reactivo 

de inflamación también estimula la degradación de la matriz extracelular, a cargo 

de metaloproteinasas (MMPs, matrix metalloproteinases) (Geurts et al 2012). Este 

último evento, cuya función normal es facilitar el acceso a los leucocitos y también 

atraerlos, contribuye con el tiempo al daño tisular y también facilita  la invasión 

parasitaria (Marino et al 2003). Al acceder al torrente sanguíneo, T. cruzi consigue 

acceso a, virtualmente, todos los tejidos del hospedero, y proliferará especialmente 

en aquellos hacia los que presenta tropismo significativo. 

 

 

e. Respuesta inmune e inflamación 

 

La mayoría de infecciones agudas de patógenos intracelulares despierta el perfil 

Th1 en el hospedero (Berger 2000) y la infección con T. cruzi no es la excepción. 

El perfil Th1, definido por la predominancia de linfocitos CD4+ CD8- que expresan 

citoquinas tipo Th1, es decir proinflamatorias, inductoras de respuestas 

autoinmunes, y con interferón gamma como la citoquina representativa, puede 

producir, si es mantenido a lo largo del tiempo, serio daño tisular (a diferencia del 

perfil de expresión Th2, que es inmunotolerante).   Es posible, pues, que la 
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persistencia del parásito estimule de manera continua el sistema inmune innato y lo 

oriente hacia un perfil Th1 permanente. Este equilibrio puede durar por el resto de 

la vida. Al ser un proceso activo por parte del hospedero, si ocurriera 

inmunosupresión, se observará rápido retorno de la parasitemia y nuevamente 

presentación de la fase aguda. 

Las primeras líneas celulares en enfrentar activamente al parásito son 

probablemente células residentes tisulares de la línea monocítica, las cuales, junto 

con otras (neutrófilos, mastocitos, células NK) poseen receptores tipo Toll (Kawai 

y Akira 2011)  (Toll-like receptors, TLRs)  que son capaces de reconocer elementos 

distintivos del patógeno.  Estas vías, iniciadas por distintas moléculas del patógeno, 

convergen río abajo en la activación de, principalmente la vía NF-kB, la cual dirige 

la liberación de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, y moléculas adhesivas 

que permiten a los linfocitos y monocitos infiltrarse hacia los tejidos y ejercer su 

rol defensivo in situ. Otros linfocitos, como las células T regulatorias,  

caracterizadas como CD25+CD4+FOXP3+, que normalmente suprimen eventos 

inflamatorios modulando a otros linfocitos, ocurren en mayor frecuencia en los 

tejidos de infectados asintomáticos que en infectados cardiacos (de Araujo et al 

2011), sumándose a las evidencias de que la enfermedad de Chagas, al menos en 

gran parte, se explica por un perfil Th1, encabezado por IFN-γ, que comienza a 

dañar los tejidos hasta la pérdida de función y muerte del individuo. Pero ¿Qué es 

lo que ocasiona que algunos pacientes “sobrerreaccionen” a la infección? 

Probablemente, entre otros arriba señalados, sean los polimorfismos genéticos, 

especialmente en genes vinculados a la respuesta inmune innata. Lamentablemente, 

asumiendo que esto sea cierto, caracterizar todos los polimorfismos y asociarlos a 
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una probabilidad de fenotipo de la enfermedad (asintomático, cardiaco, 

gastrointestinal) es una tarea monumental dada la gran cantidad de variables (Drigo 

et al 2006; Frade et al 2013). 

 

La inflamación aguda puede considerarse fisiológicamente correcta, mientras que 

la inflamación crónica es necesariamente anormal y patológica.  En la enfermedad 

de Chagas, esta inflamación es medular, ya que es protagonista en los dos signos 

más severos del mal: el compromiso cardíaco y gastrointestinal. Durante el proceso 

inflamatorio, se liberan grandes cantidades de mediadores solubles, como aminas, 

lípidos mediadores, complemento, derivados reactivos de oxígeno y nitrógeno, 

moléculas de adhesión, citoquinas y quimioquinas (Golgher y Gazzinelli 2004). 

Este proceso tendrá un balance positivo y beneficioso para el individuo si es corto 

en duración; sin embargo, en la enfermedad de Chagas, existe una respuesta 

inflamatoria muy intensa (aunque probablemente necesaria para erradicar la 

mayoría de la infección) y sostenida. El hospedero debe regular finamente esta 

respuesta hasta alcanzar un equilibrio, y en el proceso de hacerlo, el parásito nunca 

es completamente eliminado, refugiándose intracelularmente en ciertos órganos 

además del tejido cardiaco, como por  ejemplo el tejido adiposo (Nagajyothi et al 

2009). La infección, salvo en casos extremadamente raros (Dias et al 2008) no se 

cura de manera espontánea y es de por vida. La autoinmunidad, otro de los signos 

clásicos de la enfermedad, probablemente es consecuencia de esta  

sobrerreactividad así como de la similitud (mimetismo molecular) entre moléculas 

del parasito y del hospedero (Cunha-Neto et al 2006).  
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f. Daño oxidativo  

 

A medida que el daño producido por la enfermedad se sostiene en el tiempo (durante 

la fase crónica), la sobreliberación crónica de agentes prooxidantes termina por 

afectar la función cardíaca. Diversos estudios en modelos experimentales y 

pacientes infectados demuestran que un hospedero infectado sufre estrés oxidativo 

debido a que la respuesta a la infección estimula la actividad de oxigenasas como 

la NADPH oxidasa y producción de radicales libres de oxígeno (ROS, reactive 

oxygen species). La depresión de estos eventos, inducida experimentalmente por 

bloqueadores, incrementa la susceptibilidad a la infección, demostrando su 

importancia. Nuevamente, el problema radica en que los tejidos del hospedero 

también se dañarán, con el tiempo, por este entorno pro-oxidativo. El sistema de 

defensa antioxidante clásico en mamíferos, constituido por GPX (glutatión 

peroxidasa), GSR (Glutatión disulfitoreductasa), y GSH (Glutatión reducido), 

permite ciertos niveles de protección al hospedero en la fase aguda, pero en la fase 

crónica la constante liberación de ROS y otros factores pro-oxidantes sobrepasa 

este sistema de defensa (Wen y Garg 2004). De esta manera, individuos 

seropositivos con el tiempo comienzan a mostrar un perfil  pro-oxidante sistémico 

y con actividad GPX disminuida y baja concentración de GSH (de Oliveira et al 

2007) así como incapacitamiento del complejo III de la cadena transportadora de 

electrones mitocondrial (Wen et al 2006). 

 

¿Significaría esto que elevar la actividad antioxidante podría paliar los signos de la 

enfermedad cardíaca? Dhiman et al (2013) (Dhiman et al 2013) infectaron ratones 

transgénicos que sobreexpresaban la enzima superóxidodismutasa de manganeso 
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(MnSOD) con resultados impactantes: una prevención significativa del daño 

oxidativo e incluso una evidente disminución del remodelamiento tisular 

característico de la cardiopatía. Estos resultados superaron a los de un estudio 

anterior donde se administró oralmente el antioxidante alfa-fenil-tert-butilnitrona y 

si bien se observó preservación de la integridad mitocondrial y la eficiencia de su 

cadena transportadora de electrones, aún se observó la presencia de perjudiciales 

ROS citoplasmáticos (Wen et al 2006). Es posible asumir, por tanto, que el daño 

oxidativo es un componente muy importante de la patogénesis, cumpliendo las 

biomoléculas del hospedero que están oxidadas en forma de aductos el rol de 

alarminas (Bianchi 2007) que estimulan la llegada de fagocitos al sitio del daño. 

Sin embargo, no se puede dejar de lado que la masiva administración de 

antioxidantes también podría beneficiar al parásito, ya que es necesario un entorno 

pro-oxidante para ser eliminado (Cardoni 1997) y el propio parásito tiene en su 

proteoma enzimas antioxidantes que le ayudan a tolerar el embate inmunológico 

del hospedero y sobrevivir (Piacenza et al 2013). 

 

g. La epigenética  

 

La epigenética puede definirse como el estudio de alteraciones estables en la 

expresión potencial de genes, surgiendo estas alteraciones durante el desarrollo y la 

proliferación celular, o también como alteraciones en la función del DNA pero sin 

modificaciones en la secuencia en sí. Dentro del estudio de la expresión de genes y 

sus repercusiones en los organismos, el nivel epigenético es sin duda el aspecto más 

inexplorado y reciente. Aunque el concepto general de epigenética se intuía desde 

mucho antes (Waddington 1942), la demostración concreta de su participación 
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como un componente modulador de muchos procesos fisiológicos normales y 

patológicos es reciente.   

 

Los mecanismos exactos de los cambios epigenéticos giran alrededor de la 

modificación química del DNA (principalmente metilación del DNA, ver más abajo) 

y sus proteínas asociadas (siempre sin alterar la secuencia nucleotídica) por el 

organismo: esto sirve como una estrategia de reprogramación útil para modular 

procesos esenciales de su desarrollo y funcionamiento. Debido a que el epigenoma 

es afectado por el medio ambiente, sufre alteraciones como consecuencia de 

envejecimiento, enfermedad, y exposición a agentes tóxicos. Al parecer, estas 

alteraciones pueden ser transmitidas de una división celular a la siguiente y esto 

repetirse por varias generaciones celulares (Feinberg 2008; Meeran et al 2010). 

 

Un ejemplo concreto está representado por el estudio de los efectos 

transgeneracionales de la dieta: mujeres embarazadas afectadas por el denominado 

periodo de hambruna holandés (1944-1945) en su primer trimestre, tuvieron una 

descendencia cuyo nivel de metilación del gen factor 2 de crecimiento similar a 

insulina (IGF-2), era menor en adultos (estos descendientes fueron evaluados a 

aproximadamente 60 años de edad) (Heijmans et al 2008).  Otro estudio reciente 

muestra que ratones machos expuestos deliberadamente a un aroma y que al mismo 

tiempo reciben un choque eléctrico, se acondicionan a sentir miedo al percibir el 

aroma, y de alguna manera transmiten una elevada reactividad neurológica hacia 

ese específico aroma cuando, más adelante, se reproducen, aun cuando las crías 

nunca han estado expuestas (Dias y Ressler 2014).  La epigenética, es pues, un área 
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de estudio que explica muchos fenómenos y formas de influencia antes no 

entendidos, así como brinda un nivel adicional de control en la génesis del fenotipo. 

Se la considera una disciplina aún en su infancia.  

 

A nivel molecular, las modificaciones epigenéticas tienen un efecto final en la 

configuración de la cromatina: esta configuración modula la accesibilidad de los 

distintos genes a la maquinaria de transcripción. La cromatina puede entonces ser 

remodelada entre eucromatina (accesible) y heterocromatina (compactada) en sitios 

específicos, permitiendo un control fino de expresión de los genes. Las principales 

modificaciones químicas ejercidas sobre el material genético y sus proteínas 

asociadas son: metilación y desmetilación del DNA, modificaciones reversibles 

postraduccionales de las proteínas histonas, tales como acetilación, metilación, 

fosforilación y ubiquitinización, incorporación de variantes de histonas y 

regulación de genes por RNAs no codificantes, tales como los miRNAs. Todas estas 

alteraciones cumplen en mayor o menor medida el requerimiento de heredabilidad 

para ser consideradas epigenéticas. El control del ciclo celular, la renovación de 

células madre, la diferenciación celular, la proliferación, el control de las respuestas 

inmunes, requieren delicado control fisiológico e incorporan mecanismos 

epigenéticos para que el mensaje necesario de expresión de acuerdo a las 

circunstancias sea transmitido con precisión. 

 

El nivel principal de control epigenético que será explorado en el presente trabajo 

es la metilación de DNA (ver más abajo).  Las modificaciones de histonas, que se 

hallan envueltas por el DNA formando los nucleosomas (Fig. 5), son técnicamente 
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modificaciones postraduccionales, e incluyen acetilación, metilación, fosforilación, 

ubiquitinación y sumoilación.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Arreglo de las 8 histonas de manera esquemática. 147 pares de bases de 

DNA envuelven un núcleo de  histonas. La histona H1 (gris) cierra el arreglo 

nucleosomal aislando al DNA de los otros nucleosomas. Adaptado de Hamon y 

Cossart 2008. 

 

Estas modificaciones se llevan a cabo por complejos modificadores, los cuales 

forman parte de lo que se denomina  “código de histonas” (Bartova et al 2008), el 

cual presenta varios niveles adicionales de complejidad, siendo relevante para la 

expresión la combinación de modificaciones que ocurren en una sola molécula de 

histona, así como la combinaciones que resultan tras la modificación de varias de 

ellas. La acetilación de histonas es hasta ahora la modificación de histonas más 

estudiada: cuando las histonas están acetiladas, se produce una relajación de la 

cromatina, permitiendo la accesibilidad y la expresión de genes. De manera opuesta, 

enzimas como la HDAC1/2 remueven el grupo acetil, lo que ocasiona una 

contracción de la cromatina y represión de la expresión de genes (Eberharter y 

Becker 2002). 
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Adicionalmente, los RNAs no codificantes (ncRNAs) y micro RNAs (miRNAs) 

han sido añadidos al repertorio de reguladores epigenéticos. Los ncRNAs 

participarían en el silenciamiento de genes, la regulación postranscripcional, y la 

manutención genómica. De especial interés, un tipo de ncRNAs, los microRNAs 

(menos de 30 nucleótidos) regulan la metilación de DNA, la modificación 

postraduccional de histonas, y la unión de complejos remodeladores de cromatina. 

Fueron descritos por primera vez en 1993 en el gusano Caenorhabditis elegans (Lee 

et al 1993). Cumplen con el requisito epigenético de ser heredables (Geeleher et al 

2012). Sus roles exactos y como influencian la expresión de genes no está tan 

entendido como la metilación de DNA o la modificación de histonas. Se va 

comprendiendo que los procesos epigenéticos no existen aislados sino que están 

intensamente interregulados. 

 

h. La metilación del DNA    

 

La metilación de DNA es la adición covalente de grupos metil en los residuos de 

citosina en la secuencia de DNA (Fig. 6). En el genoma humano, esta modificación 

ocurre principalmente cuando los residuos de citosina están adyacentes a los 

residuos de guanina (“CpG”). Estos sitios CpG se agrupan formando motivos en 

algunas partes del genoma, tomando la denominación de “islas CpG”.  
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Figura 6. Metilación de Nucleótidos.- La adición de un grupo metil (en azul) al 

DNA ocurre casi exclusivamente en la citosina (y no en las otras tres bases 

nitrogenadas), específicamente en el carbono 5 del anillo, generando la base 

modificada 5-metil-citosina (5mC). Se aprecia el enlace triple CG en líneas grises 

(nucleótido: 5-metil-desoxicitidina monofosfato) Elaboración propia.  

 

Una isla CpG puede ser definida como una región de menos de 200 pb donde >50% 

son CpG. Estas islas CpG pueden ocupar hasta el 2% de todo el genoma, donde el 

80% aproximadamente se halla metilado (Law y Jacobsen 2010). En 

aproximadamente la mitad de todos los promotores génicos ocurren islas CpG y 

suelen estar no metiladas. Cuando ocurre la metilación de islas CpG en promotores, 

se asocia a la represión de la expresión del gen respectivo (Fig. 7). Puede ocurrir 

represión del gen incluso si un solo sitio CpG, que es relevante para el acople de 

proteínas moduladoras, es metilado (Weaver et al 2004). 
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Figura 7. Región representativa de metilación del DNA. La metilación de residuos 

de citosina está asociada con el silenciamiento génico. La metilación de ciertas 

regiones genómicas es heredada (imprinting) y está involucrada en el 

silenciamiento. Las alteraciones en la metilación pueden ser adquiridas (por 

ejemplo en células cancerígenas). La región contiene heterocromatina rica en 

repeticiones e hipermetilada y un gen TSG (supresor de tumores) activamente 

transcrito asociado  a una isla CpG (en rojo). Adaptado de  (Al Akeel 2013). 

 

A nivel global, es decir a nivel de todo el epigenoma, se puede analizar el estado de 

metilación de los denominados transposones, y las secuencias repetitivas esparcidas 

tales como Alu o LINE-1 (Long Interspersed Nucleotide Element 1). LINE-1 es una 

secuencia de DNA clasificada como elemento retrotransposón, es decir que puede 

copiarse a sí mismo, al producir DNA a partir de su RNA por medio de una 

transcriptasa reversa incluida en su secuencia, consiguiendo un mecanismo de 

“copiado y pegado”, dando como resultado que actualmente el 17% del genoma 

humano está compuesto de LINE-1. LINE-1 es probablemente el vestigio de un 

retrovirus que infectó a los mamíferos eras atrás. Posiblemente como un mecanismo 

de protección (técnicamente, represión), en células sanas, LINE-1 está usualmente 

severamente metilado. La metilación de DNA es ejecutada por las metiltransferasas 
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(DNMTs, DNA methyltransferases). La metilación de novo ocurre durante la 

embriogénesis y es llevada a cabo por DNMT3a y 3b, mientras que la manutención 

de la metilación ocurre durante la división de las células somáticas y es llevada a 

cabo por DNMT1 (Bestor 2000). 

 

Se entiende entonces que la metilación de una región promotora ocasiona la 

inhibición de la expresión del respectivo gen. Los niveles de metilación global del 

DNA disminuyen en cáncer (Cui et al 1998), a lo cual acompaña una 

hipermetilación local, especialmente en regiones promotoras de genes supresores 

de tumores (Herman y Baylin 2003), lo cual desencadena expresión de oncogenes, 

y finalmente cáncer. 

 

i. Aspectos epigenéticos de las infecciones 

 

La relación entre patógeno y hospedero es intensamente dinámica. Por ejemplo,  

cuando Plasmodium spp. infecta  células hepáticas, se pueden detectar cambios de 

expresión en 1000 genes (Albuquerque et al 2009), ocurriendo algunos cambios a 

tan solo minutos de la infección. Similares resultados se han obtenido con otros 

patógenos, ayudando a conceptualizar el proceso de infección no como una 

desregulación aleatoria de vías y genes sino como un proceso secuencial y ordenado, 

y que abarca diferentes familias de genes en diferentes estadios temporales que 

pueden durar horas e incluso minutos.  

Un patógeno puede aumentar sus posibilidades de supervivencia si es capaz de 

modular el epigenoma del hospedero de tal manera que se silencien las vías de 

respuesta inmune en las células infectadas. Los virus, con sus proteomas de poco 
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tamaño, mostraron las primeras evidencias detectables  de estos eventos (Jahner y 

Jaenisch 1985).  Los factores de transcripción del hospedero, necesarios para el 

adecuado despliegue de la respuesta inmune, se vuelven entonces un obvio blanco 

para la intervención del patógeno. Efectores clásicos como NF-κB, AP-1, 

IRF/STATs y otros pueden ser secuestrados, degradados directa o indirectamente, 

o reemplazados competitivamente por proteínas del patógeno.  

 

j. Infecciones bacterianas, virales y protozoarias 

 

En el cuerpo humano hay, en número, 10 veces más células bacterianas que células 

humanas (Morgan y Huttenhower 2012). La co-evolución por espacios enormes de 

tiempo invariablemente ha permitido la aparición de interacciones epigenéticas 

entre todo el repertorio de modulaciones entre las especies. Un patógeno que logre 

causar una alteración epigenética heredable a la siguiente generación celular o 

individual del hospedero tiene la ventaja que este acondicionamiento será 

mantenido en el tiempo  (Virgin et al 2009). Los primeros puntos de estudio en el 

área de infecciones bacterianas han sido la metilación de genes e histonas. El 

conocimiento de los efectos epigenéticos de las infección bacteriana aún es 

rudimentario y se estima que dos grandes eventos, por un lado el efecto de factores 

bacterianos en el estatus epigenético del hospedero, y por el otro, modulaciones 

epigenéticas producidas por propio hospedero en sí mismo con el fin de responder 

adecuadamente a la infección, son los que definen el resultado final.  En el caso de 

infecciones bacterianas, las infecciones crónicas son las más estudiadas hasta el 

momento y muchas de ellas están asociadas a inducción de neoplasias. La tabla 1 



24 

 

enlista diversos factores bacterianos conocidos y sus efectos epigéneticos en el 

hospedero. 

Los virus, que no están clasificados en ningún reino biológico, tienen la propiedad 

de ser parásitos intracelulares obligatorios de todos los reinos conocidos. 

Especialmente en los virus que presentan infecciones crónicas y persistentes, un 

cambio epigenético inducido por el patógeno tendría la ventaja de, como se 

mencionó líneas arriba, solo consumiría energía durante la infección inicial, para 

luego perpetuarse por acción de la maquinaria epigenética del hospedero. Genes del 

hospedero involucrados en el ciclo celular, senescencia (envejecimiento celular), 

sobrevivencia, inflamación e inmunidad son candidatos ideales para recibir esta 

influencia viral. La tabla 2 muestra una relación de alteraciones epigenéticas 

producidas por factores virales determinados en varias especies patogénicas a 

humanos.   

 

Tabla 1: Efectos epigenéticos en el hospedero como consecuencia de la 

infección por algunas bacterias 

Especie 

bacteriana 

Factor bacteriano Efecto 

Anaplasma 

phagocytophilum 

? Deacetilación de histonas y 

silenciamiento de genes del hospedero 
 

AnkA Se une a cromatina en secuencias ricas 

en ATs; silenciamiento de CYBB 

Bacillus 

anthracis 

LT Inhibición de MAPK y H310p y 

regulación negativa de genes IL-8 y KC 

Campylobacter 

rectus 

? Hipermetilación de la región promotora 

P0 del gen IGF2 en la placenta 

infectada de ratón 

Chlamydia 

trachomatis 

NUE Metilación de histonas mamíferas 

Escherichia coli 

(uropatogénica) 

? Metilación de DNA y regulación 

negativa de CDKN2A 
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Ehrlichia 

chaffeensis 

? Unión a cromatina en los elementos 

Alu-Sx 

Helicobacter 

pylori  

? Inducción de metilación de ADN en la 

mucosa 

Inducción de modificación de histona 

H3 

Inducción de expresión de miRNA 

Inducción de factores de splicing de 

RNA 

Legionella 

pneumophila 

Flagelina Acetilación de histonas en células 

epiteliales infectadas 

Listeria ? Acetilación de H4 y 

fosforilación/acetilación de H3, en 

particular en el promotor de IL-8 y 

unión reducida de HDAC1 en el 

promotor IL-8 en células endoteliales 

infectadas con Listeria 
 

LLO Modificaciones de histona y 

modulación de genes de defensa del 

hospedero mediante una vía de 

señalización que involucra eflujo de 

iones K+ 
 

? Regulación negativa de ISG mediante 

complejos 
 

LntA Regulación positiva de ISG mediante 

inhibición de complejo asociado a 

BAHD1 mediado por LntA 
 

? Cambio en la expresión de un subgrupo 

de miRNAs del hospedero 

Moraxella 

catarrhalis 

? Reducción en la expresión global y 

actividad de HDAC1/2 en las células 

epiteliales de las vías aéreas  

Mycobacterium 

tuberculosis 

? Control del complejo de cromatina en 

ISG aguas abajo desde IFN-γ  

Porphyromonas 

gingivalis 

? Reactivación de virus latentes mediante 

modificación de cromatina inducida 

por ácido butírico 

Salmonella ? Cambio en la expresión de un subgrupo 

de miRNAs del hospedero 

Shigella flexneri OspF Regulación negativa de MAP quinasa 

en el núcleo por “eliminilación”; 

inhibición de la fosforilación de 
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H3S10; regulación negativa de genes 

de respuesta inmune, inhibición del 

acceso de NF-κB a la cromatina, lo 

cual finalmente lleva a la inactivación 

de IL-8 y otros genes esenciales para 

las respuestas inmunes innatas 
 

OspB Unión a Rb (proteína del 

retinoblastoma) 
 

IPAH9.3  Ubiquitina ligasa, la cual induce a un 

factor de splicing a degradación y 

perjudica el correcto splicing 

Producto 

bacteriano  

LPS 

(lipopolisacárido) 

Inductor de inmunidad innata vía 

activación de respuestas mediadas por 

TLR4 y la producción de citoquinas 

proinflamatorias; induce 

inmunosupresión mediante 

modificaciones en cromatina tras 

exposiciones sucesivas 
 

Butirato  Inhibición de la actividad HDAC 

Adaptado de Bierne et al 2012. 

 

El género de protozoarios Theileria pertenece al phylum  Apicomplexa, el mismo 

que contiene a los géneros Toxoplasma y Plasmodium.  Estos parásitos causan 

morbimortalidad significativa en ganado bovino de Asia y África y son transmitidos 

por garrapatas. Este parásito es el único patógeno conocido, hasta la fecha, con la 

capacidad de inducir la proliferación continua de las células que infecta, y las vuelve 

resistentes a apoptosis (Heussler et al 1999). Las células infectadas luego se 

diseminan a un gran rango de tejidos, resultando progresivamente en la destrucción 

del sistema linfático, y edema pulmonar. Se ha observado que las células 

leucocitarias después de ser infectadas in vitro y ser liberadas de parasitemia por 

tratamiento farmacológico, siguen proliferando anormalmente, sugiriendo que la 

infección causa cambios heredables, representados por drásticos alteraciones 
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transcripcionales y posibles mecanismos epigenéticos (Durrani et al 2012). 

Activaciones en genes clave que regulan la proliferación, tales como NF-κB, son 

persistentes, suprimiendo la apoptosis y estimulando el avance del ciclo celular, 

incluso perdiéndose la capacidad de respuesta a agentes clásicos de inducción de 

apoptosis, tales como LPS (Durrani et al 2012).  Una de las vías moduladas, es la 

del regulador del ciclo celular p53, el cual de alguna manera -aún no determinada- 

es secuestrado en el citoplasma por el parásito, y al no poder ingresar p53 al núcleo, 

la señal de división celular no se detiene (Haller et al 2010). La gran mayoría de 

células infectadas no resiste esta agresiva modificación epigenética y muere 

(Rocchi et al 2006).  
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La influencia del protozoario Toxoplasma sobre el epigenoma ha sido confirmada 

muy recientemente. La proteína GRA16 del parásito, es liberada desde unas 

estructuras denominadas gránulos densos, que escapan de la vacuola parasitófora, 

el compartimiento donde los taquizoitos se reproducen tras la invasión. GRA16 es 

capaz de alcanzar el núcleo del hospedero, donde puede alterar la expresión de 

genes implicados en el ciclo celular. GRA16 puede modular el transcriptoma del 

hospedero (Bougdour et al 2013) y es crítico para la virulencia del parásito. Entre 

las proteínas del hospedero con las que interactúa se encuentra la HAUSP (Herpes 

virus-associated ubiquitin-specific protease), que es una proteasa capaz de 

ubiquitinizar histonas del hospedero, y regular proteínas clave del ciclo celular 

como p53. GRA16 se une con gran afinidad (Bougdour et al 2013) a HAUSP, que 

Tabla 2: Efectos epigenéticos en el hospedero tras la infección por algunos 

virus 

Especie viral  Factor 

viral 

Efecto 

HBV (Virus 

hepatitis B) 

HBx Metilación del genoma del hospedero; inhibición 

de senescencia y proteínas apoptóticas 

HPV (Virus 

del papiloma 

humano) 

E6/E7 Metilación de islas CpG que causa inhibición de 

la expresión de IFN-κ en la transducción de 

señales de tipo I.  

SV40 (Virus 

del simio 40) 

Antígeno 

T grande 

Activa DNMT3A y sirve como sustrato de 

HDAC1, con una acción dual inhibiendo la 

inmunidad innata, y al mismo tiempo estimulando 

la expresión génica viral  

HSV (Virus 

herpes 

simple) 

Us3  Tiene actividad quinasa en sitios diana Ser/Thr, 

inhibiendo la inhibición normal de las HDACs del 

hospedero 

VZV (Virus 

varicela-

zóster)  

ORF66p Tiene actividad quinasa, inhibiendo la inhibición 

normal de las HDACs del hospedero.  

HCV (Virus 

hepatitis C) 

Proteína 

Core 

Desmetilación de genes del hospedero;  inducción 

de células Treg inmunosupresoras 

Adaptado de (Adhya y Basu 2010). 
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además del rol epigenético ya mencionado, tiene roles de control del ciclo celular, 

que podría ser así manipulado por Toxoplasma para extender la supervivencia de la 

célula parasitada.  

Por todo lo expuesto, es plausible que existan alteraciones epigenéticas durante la 

infección por Trypanosoma cruzi. Es posible que los componentes mecanísticos del 

cuadro se exacerban entre sí empleando procesos epigenéticos al menos en ciertos 

pasos (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Epigenética en el mal de Chagas. Tras el inicio de la interacción entre 

hospedero y T. cruzi, diversos mediadores interactuarán con el propósito de 

erradicar al parásito. Se puede asumir que intervienen procesos epigenéticos en 

estas interacciones.  
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IV. JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

 

El tema planteado resulta de trascendencia cuando se pone en contexto lo que es la 

enfermedad de Chagas, y su relativa baja relevancia para las políticas de salud 

pública (esto es, el por qué es denominada una enfermedad desatendida). Ante todo 

lo expuesto anteriormente, los esfuerzos para profundizar en el entendimiento de la 

enfermedad son ciertamente útiles. Hasta nuestro conocimiento, éste sería el primer 

estudio sobre alteraciones epigenéticas en el hospedero durante la infección con T. 

cruzi.  Los beneficios potenciales de este estudio podrían llegar a ser significativos 

no sólo debido a la descripción de nuevos detalles en la hasta ahora poco entendida 

patogénesis, sino también contribuir a la salud pública, brindando la posibilidad de 

nuevos signos patológicos que atacar con fármacos, y finalmente, nuevos 

biomarcadores que permitan mejorar los actuales criterios de pronóstico. 
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V. OBJETIVOS 

 

a. Objetivo General 

Determinar la existencia o no de alteraciones epigenéticas, específicamente, 

metilación de ADN genómico, como consecuencia de la infección aguda en  un 

modelo animal del mal de Chagas.  

 

b. Objetivos Específicos 

 

 

- Desarrollar un modelo agudo con evidencia de signos patológicos de 

Chagas, concordantes con la literatura. 

- Evaluar los patrones globales de metilación en la infección experimental 

aguda empleando un modelo en rata. 

- Determinar si existen diferencias significativas entre estos patrones globales. 
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VI.  HIPÓTESIS 

 

La infección aguda por T. cruzi causa alteraciones en los niveles de metilación 

global en tejido cardiaco en el modelo experimental de la enfermedad de Chagas. 

 

VII. METODOLOGÍA 

 

a. Diseño experimental 

 

El presente estudio se basó en infecciones experimentales, empleando un modelo 

animal murino (Rattus norvegicus, línea Holtzman, hembras) con tres brazos 

experimentales: un grupo control al cual se le administró vehículo (salina 

fisiológica), un grupo infectado con tripomastigotes de la cepa Y (DTU II), y otro 

con tripomastigotes de la cepa Arequipa denominada “C300” en el presente estudio 

(DTU I - comunicación personal de Louisa Messenger).  Los animales fueron 

sacrificados a los 25-30 días de infección.  Cada grupo fue homogéneo en peso y 

edad. Como confirmación de la infección experimental, se realizó el diagnóstico 

por la técnica del microhematocrito, hemocultivo, PCR, y confirmación histológica 

de inflamación y parasitemia (nidos de amastigotes) (Fig. 9).  

El tamaño muestral requerido fue estimado basado en análisis  previos realizados 

en metilación genómica  (Hur et al 2011), donde se analizó cambios en la metilación 

global (variable principal del presente estudio) causados por la infección  por 

H.pylori, y además computado con el software G*Power (Faul et al 2007) y con 

valores de análisis estandarizados (valor α = 0.05, valor (1-β) = 0.8, valor d ≥ 2), 

obteniéndose un mínimo de 6 individuos por grupo para tener análisis válidos 

estadísticamente.  
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Figura 9.  Flujo de trabajo para las muestras analizadas en el presente estudio. 
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b. Infección experimental 

 

Cada individuo recibió intraperitonealmente un inóculo de 105 tripomastigotes 

(establecido empíricamente previamente) provenientes de ratones previamente 

infectados experimentalmente (Mus musculus, línea BALB/c, infectados con 104 

tripomastigotes), empleados para el pasaje rutinario in vivo de los parásitos.  Los 

individuos designados como controles fueron inoculados con un volumen 

equivalente de solución salina fisiológica. 

 

Número de parásitos por mL =  
5 x número de parásitos totales x 6400

Hematocrito equivalente en µL
 

 

c. Evaluación de la parasitemia pre-necropsia 

 

Con el fin de monitorizar la parasitemia y confirmar la infección experimental, los 

animales infectados fueron sangrados cada 7 días, mediante punción de la vena 

caudal. La sangre se extrajo por goteo, la cual fue colectada en capilares 

heparinizados y en microtubos. Los capilares heparinizados fueron centrifugados a 

3000  x g por 5 min. Posteriormente, estos capilares fueron seccionados en la 

interfase suero - paquete celular y una gota de esta interfase depositada sobre una 

lámina portaobjeto, y observada al microscopio a  400 x. La cantidad de parasitos 

por ml de sangre se  estimó por conteo del número total de parásitos en  50 campos 

de observación y la aplicación de  la siguiente fórmula (considerando el hematocrito 

equivalente a partir de la tabla suplementaria S1) : 
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d. Necropsia 

 

Cada individuo en el día 25-30 post infección fue sometido a necropsia. Previo  a 

la necropsia  el animal fue sedado mediante inyección intramuscular de ketamina 

(Ket-a-100®, Agrovetmarket SA Peru,  20mg/Kg) y clorhidrato de xylacina (Dormi-

Xyl®2, Agrovetmarket SA Peru,  2mg/Kg) por personal veterinario. Se realizó 

sangrado total mediante punción cardiaca, empleando el sistema Vacutainer 

(Beckton-Dickinson) y tubos con EDTA (Vacutainer, purple top). Adicionalmente 

se recolectó sangre en capilares heparinizados y en tubos sin anticoagulante 

(Vacutainer, red top) del cual el coágulo fue usado para extracción de ADN para 

diagnóstico por PCR (2008 Fitzwater). Seguidamente, se procedio a efectuar la 

eutanasia con pentobarbital sódico (Halatal®, Montana SA Peru, 70 mg/Kg) vía 

intraperitoneal. Durante la necropsia, se extrajo el corazón, se seccionó con hoja de 

bisturí y se almacenó de acuerdo al siguiente criterio: una porción en PBS 

formolado (PBS: KCl 2.67 mM, KH2PO4 1.47 mM, NaCl 137.93 mM, Na2HPO4 

8.01 mM, formaldehido 4%) en una proporción volumétrica de 1:10 (tejido:fijador) 

empleando un tubo de 5 ml, una porción en RNAlater® (Ambion) en una proporción 

aproximada de 100 mg en 1 mL en un microtubo de 1.5 mL, y una porción en etanol 

en un microtubo de 1.5 mL, en proporción tejido:fijador de 1:10. De acuerdo a las 

instrucciones del fabricante, la porción en RNAlater fue almacenada durante una 

noche a 4 ºC y al día siguiente almacenada definitivamente a -20 ºC. La porción en 

etanol fue guardada directamente a -70 ºC. Finalmente, la porción en PBS 

formolado fue almacenada a temperatura ambiente durante 3 días para favorecer la 

infiltración en el tejido y recambiada con solución de etanol al 70% y guardada a 

temperatura ambiente hasta su procesamiento histológico-inmunohistoquímico. 
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d. Microconcentración 

 

Los capilares heparinizados llenados durante la necropsia fueron procesados de la 

misma manera que las evaluaciones previas a la necropsia (ver más arriba). 

e. PCR 

 

El coágulo fue procesado por el método de fenol-cloroforomo (Sambrook et al 

1982) y la detección por PCR en tiempo real fue realizada empleando los 

iniciadores Cruzi 1 ( 5’-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’ )  y Cruzi 2 ( 5’-

AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’ ) (Piron et al 2007) y la sonda Taqman 

Cruzi 3 etiquetada con el fluoroforo 6-Carboxifluoresceina (FAM) y el quencher 

no fluorescente Minor Groove Binder (NFQ-MGB) (FAM-

CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB) para amplificar DNA satelital  en el 

termociclador StepOnePlus (Life technologies).  

f. Histopatología 

 

Los órganos conservados en PBS formolado, fueron incluidos en parafina, y se 

realizaron cortes de 4 µm con micrótomo, los que fueron teñidos con hematoxilina 

– eosina, y observados en un microscopio de luz óptica a magnificación 200 x y 

400 x para el diagnóstico y conteo de nidos de amastigotes respectivamente, así 

como evaluación descriptiva del daño tisular. Los siguientes parámetros fueron 

considerados para la evaluación del daño tisular: inflamación, edema, 

desorganización celular, deposición de colágeno (fibrosis).  La inflamación fue 

cuantificada como infiltración leucocitaria, la cual fue clasificada como ausente (no 
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infiltración), leve (ocupando el 2% a 15% de la sección), moderada (ocupando 20% 

a 60% de la sección) y severa (mayor a 70% de la sección). Cada muestra solo podía 

ocupar una categoría. El edema tisular fue definido como la presencia de espacios 

intersticiales y fue clasificada como ausente o presente en la sección. La 

desorganización tisular, fue definida como pérdida de alineación de las células del 

tejido, fue igualmente clasificada como presente o ausente. La deposición de 

colágeno (fibrosis) fue cuantificada como presente o ausente en cualquier parte de 

la sección. Secciones adicionales de estos tejidos incluidos en parafina fueron 

tomadas para análisis de inmunohistoquímica cuantitativa.  

g. Análisis de la metilación global 

 

Las muestras de tejido aisladas durante la necropsia fueron procesadas para extraer 

ADN total, mediante el método de fenol-cloroformo (Sambrook et al 1982). Se tuvo 

como fuente de preferencia el tejido almacenado en etanol; si fuera insatisfactoria 

la calidad de la muestra, se hizo uso del tejido almacenado en RNAlater. Para la 

extracción 25 mg de biopsia de ventrículo izquierdo fueron colocados en 500 µL de 

buffer de lisis (Tris-HCl 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8, SDS 0.5%) en microtubos 

con tapa rosca, y se añadió proteinasa K (Invitrogen) a una concentración final de 

400 µg/ml, para finalmente incubación por al menos 24 horas a 37°C, en baño 

María. Seguidamente, se sometió a ebullición los tubos por 10 min para lograr el 

clivaje de las redes del kinetoplástido. Se añadió 300 µL de 

Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamílico (respectivamente en proporciones (25:24:1)) 

y tras múltiples mezclas por inversión, se centrifugó a 16 000 g por 5 min. Se 

formaron 2 fases, y la fase superior, acuosa, que contenía ADN, fue transferida a 

un nuevo microtubo. A continuación, se agregó 600 µL de Cloroformo/ Alcohol 
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Isoamílico (24:1), se mezcló por inversión, se centifugó a 13000 x g por 5 min. El 

nuevo sobrenadante (se formaron nuevamente dos fases, con fenol residual en la 

fase inferior) fue transferido finalmente a un microtubo., añadiéndose acetato de 

sodio (concentración final 0.3 M) y 2 volúmenes de etanol absoluto. Tras 

homogenizar manualmente, las muestras fueron dejadas por toda la noche a – 20 ºC 

para precipitar el ADN. Posteriormente, se dejaron descongelar a temperatura 

ambiente y se centrifugaron a 16 000 g por 30 min. Se descartó el sobrenadante y 

se lavó el pellet 2 veces con etanol 70% seguido de centrifugación a 16 000 g por 5 

min. El pellet final fue secado a temperatura ambiente y resuspendido en 100 µL 

buffer AE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0, Qiagen USA), calentado a 55 

ºC por 15 min para asegurar la disolución y congelado a – 20 ºC.  La concentración 

del ADN extraído fue estimada por espectrofotometría, usando 2 µL de muestra en 

un NanoDrop 2000c (Nanodrop Technologies, Inc). De acuerdo a esto, se ajustaron 

las concentraciones de ADN de las muestras a un rango de 15-200 ng/µl, para llegar 

a una masa final absoluta de ADN depositada por pocillo en la placa de ~100-150 

ng en un volumen de 100 µL. Se empleó el kit MDQ1 (Sigma-Aldrich) el cual 

emplea un anticuerpo contra citosina metilada (5-metil-citosina, o 5-mC), además 

de los estándares provistos por el kit (5-metil-citosina metilada generada a partir de 

ADN aislado de células Jurkat y metilado enzimáticamente in vitro por el 

fabricante), en un ensayo basado en placas, similar a ELISA. La lectura final fue 

calculada como la absorbancia a 450nm, de la cual se sustrajo el blanco (buffer de 

dilución). Esta lectura fue proporcional al grado de metilación y a la masa de ADN 

depositada en el pocillo. Los controles permitieron establecer una curva estándar 

que permitió calcular el porcentaje de metilación respecto al control, ajustado a la 
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misma masa de ADN (ver ecuación abajo). Se emplearon triplicados técnicos 

promediados.  

 

Valor de muestra =
A450 promedio Muestra− A450 promedio Blanco

A450 promedio Control − A450 promedio  Blanco
  

 

 

h. Inmunohistoquímica para la visualización de 5-mC 

 

De las muestras de tejido cardiaco preservadas en formol e incluidas en parafina, 

secciones adicionales de 4 µm fueron tomadas y analizadas con un anticuerpo 

monoclonal anti 5-metilcitosina (Epigentek), denominado 33d3 (Reynaud et al 

1992). Estas secciones fueron teñidas inmunohistoquímicamente de la siguiente 

manera: tras un desenmascaramiento de antígenos por tratamiento con calor (en 

autoclave a 15 psi, 121 ºC, 5 min), seguido de incubación con tripsina (Sigma) 

0.02%  y HCl 3.5N, se incubaron con anticuerpo primario a concentración 1:2000 

(Gao et al 2011)toda la noche a 4 ºC y posteriormente se reveló con un conjugado 

peroxidasa de rábano - anti IgG de ratón y el sustrato cromogénico 3-3’ 

diaminobenzedina (DAB). Las contratinciones se realizaron con el colorante 

citoplasmático Cyto-Blue (Innovex, USA).  Asimismo, se incluyó un control 

referencial empleando un cultivo en monocapa de células LLC-MK2 (ATCC® 

CCL-7™ , 37 ºC, 5% CO2), las cuales fueron expuestas a una concentración 

estándar de 1 µM 5-azacitidina (Cayman Chemical, USA)  en cámaras acopladas a 

láminas (chamber slides, Thermo Fisher) por 72 h, para luego ser sometidas a 

fijación (1:1 metanol / acetona) a -20  ºC, 3 lavados con PBS (5 min) y luego 
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proceder con la incubación con tripsina, HCL, y anticuerpo primario tal como se 

describió para el tejido.  

 

h. Cuantificación de la señal inmunohistoquímica 

 

Las secciones teñidas y contrateñidas fueron analizadas de la siguiente manera: se 

tomaron fotos de las regiones pericárdica, miocárdica y endocárdica. En estas 

secciones se buscaron específicamente evaluar los núcleos de cardiomiocitos, que 

deben, teóricamente, expresar una mayor o menor intensidad de tinción de manera 

proporcional al contenido de DNA metilado (Gao et al 2011); Karouzakis et al. 

2009; Piyathilake et al. 2001).  Cada una de las tres regiones del tejido cardiaco fue 

analizada independientemente; se evaluaron 10 campos de cada región a 400 

aumentos, sumando un estimado de 100 núcleos por región por individuo.  Cada 

fotografía digital, capturada mediante una cámara acoplada al microscopio en uso, 

fue filtrada empleando la herramienta Selección de Rango de Color del programa 

Photoshop CS5 (Adobe Systems, California, USA), la cual permitió extraer 

selectivamente todos los rangos de coloración marrón (representando el cromógeno 

DAB) de la imagen analizada, y eliminando todo el resto de la imagen. Este 

procesamiento permite virtualmente un ruido nulo de fondo y fue post-procesado 

con el programa ImageJ v. 1.48 (NIH, EUA) donde se desactivaron los canales de 

color, dejando la imagen en modo escala de grises. Seguidamente, se usó la 

herramienta Medir (Measure), para cuantificar una región circular de 15 pixeles de 

diámetro. El valor promedio de grises (mean gray value) fue usado para el presente 

estudio, y consiste en el promedio aritmético de las intensidades de grises dentro de 

la región circular evaluada (por ejemplo 0 significa que el 100% de los pixeles son 
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totalmente blancos, 255 significa que el 100% de los pixeles son totalmente negros, 

etc).    

 

i. Análisis estadístico 

 

Las variables cuantitativas fueron comparadas entre grupos con pruebas no 

parámetricas (que son menos tolerantes a errores del tipo I, es decir, tienen menor 

chance de afirmar significancia cuando no la hay) al no poder establecer normalidad 

en grupos de tamaño muestral reducido.  Ante valores de significancia inferiores de 

0.05 la hipótesis nula (igualdad de niveles de metilación) fue rechazada.  Para 

gráficas se usó el programa Prism (GraphPad, USA).  
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j. Variables del estudio y operacionalización 

 

Variable Definición Tipo 
Escala de 

medición 
Notas 

Metilación Global: 

gDNA 

Niveles de 

absorbancia 

Cuantitativa 

Continua 
Racional 

Variable 

dependiente 

Metilación Global: 

IHQ 

Niveles de 

intensidad de 

pixel 

Cuantitativa 

Continua 
Racional 

Variable 

dependiente 

Histología: 

Número de nidos 

Frecuencia 

de nidos de 

amastigotes 

en secciones 

Cuantitativa 

Discreta 
Racional Covariable 

Histología: 

Inflamación 

Gravedad de 

inflamación 

Cuantitativa 

discreta 
Ordinal 

Variable 

independiente 

Diagnóstico global 

Presencia o 

ausencia de 

parásitos por 

cualquier 

método 

Categórica 

Dicotómica 

Nominal 

(Positivo, 

Negativo) 

Variable 

independiente 

Diagnóstico por 

PCR 

Parásitos por 

ml 

Cuantitativa 

Discreta 
Racional 

Variable 

independiente 

Diagnóstico por 

microconcentración 

Parásitos por 

ml 

Cuantitativa 

Discreta 
Racional 

Variable 

independiente 
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VIII. RESULTADOS 

 

a. Muestras analizadas  

 

Se analizaron muestras de tejido de corazón (ventrículo izquierdo) de 22 animales, 

los que se distribuyeron en 3 grupos: 2 brazos experimentales y 1 brazo control (no 

infectado) como se muestran en la tabla 3.  Solo una muestra no pudo ser analizada 

en el grupo C300 mediante histopatología e inmunohistoquímica. Todos los 

individuos analizados fueron ratas (Rattus norvegicus, línea Holtzman), mientras 

que ratones (Mus musculus) fueron usados para la preparación del inóculo, sin 

propósitos analíticos. 

   

 

 

Tabla 3.  Pruebas empleadas y muestras analizadas 

Grupo n 

 
Cuantificación de 

parasitemia por 

microconcentración 

qPCR Histopatología 
Metilación 

Global 
Inmunohistoquímica 

Y 8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 

C300 8 8/8 8/8 7/8 8/8 7/8 

Control 6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 

n= número de ratas por tratamiento; Grupos de tratamiento:  Y = ratas inoculadas con cepa Y; C300 = ratas 

inoculadas con cepa “C300”. Control = ratas no inoculadas con T. cruzi, solo inyectadas con solución salina 

fisiológica. qPCR = PCR en tiempo real teniendo como blanco DNA satelital y sonda Taqman (Piron et al 

2007). Metilación Global = Medida con el kit MDQ1 (Sigma). 
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b. Confirmación de la infección en el modelo animal mediante  

microconcentración.  

 

A los 7 días post infección, la carga parasitémica fue detectable en el 14.3% (1/7) 

de muestras para la cepa C300, mientras que para la cepa Y, se observó positividad 

en el 25% (2/8) de las muestras (Tabla 4, Figura 10).  A los 14 días, se detectaron 

parásitos en 50% (4/8) de las muestras de sangre en el grupo  de ratas inoculadas 

con la cepa Y y  en el 87.5% (7/8) de las muestras de sangre del grupo de ratas 

inoculadas con la cepa C300. Las medias globales de parasitemia a los 7 días fueron 

597 parásitos/ml para el grupo  Y (n=8) y 597.16 para el grupo C300 (n=8) (Tabla 

4, Figura 10). 

Tomando en cuenta solo a los individuos positivos a los 7 días post infección la 

media fue 2388.67 parásitos/ml para el grupo Y, y 4777.33 parásitos/ml para el 

grupo C300; mientras que a los 14 días la media fue 2357.65 parásitos/ml para el 

grupo Y, y 7708.8 parásitos/ml para el grupo C300 (Figura 11). La parasitemia por 

microconcentración en el grupo control fue 0 parásitos/ml para todos los individuos 

durante todos los puntos de tiempo. 

 

Tabla 4. Parasitemia por Microconcentración 

Días post 

infección 

Grupo Y Grupo C300 

Media de solo 
individuos 

positivos 

(parásitos/ml) 

Media de todo el 
grupo 

(parásitos/ml) 

% 
positividad 

Media de solo 
individuos 

positivos 

(parásitos/ml) 

Media de todo el 
grupo 

(parásitos/ml)  

% 
positividad 

7 2388.67 

 

597 25% (2/8) 4777.33 597.16 14.3%(1/7) 

14 2357.65 1178 50%(4/8) 7708.8 6745.2 87.5%(7/8) 

 

 



45 

 

P a r a s ite m ia  p o r  M ic r o c o n c e n tr a c ió n
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Figura 10.  Parasitemia por microconcentración en grupos infectados. La curva 

representa la media aritmética de parasitemia de todos los individuos de los dos 

grupos experimentalmente infectados (Y, C300) cuantificado por el método de 

microhematocrito en sangre.  
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Figura 11.  Parasitemia por microconcentración en solo individuos positivos. La 

curva representa la media aritmética de parasitemia de solo los individuos positivos 

de los dos grupos experimentalmente infectados (Y, C300), cuantificado y 

declarado positivo o negativo por el método de microhematocrito en sangre.  
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c. Confirmación de la infección en el modelo animal mediante 

qPCR 

 

Mediante qPCR, el 100% de animales presentó carga detectable de parásitos en 

tejido cardiaco. En el grupo Y, todos los individuos (100%) fueron positivos a T. 

cruzi en tejido cardiaco mediante la prueba de qPCR, mientras que en el coagulo 

solo el 75% de muestras fueron positivas mediante esta prueba. En el grupo C300, 

se observó 100% de positividad en tejido cardiaco y 87.5% de positividad en 

muestras de coágulo. Ningún animal del grupo control presentó carga parasitaria 

detectable en tejido o coágulo (Tabla 5). Asimismo, no se evidenció correlación 

significativa entre los valores Ct de qPCR y los niveles de metilación para los dos 

grupos experimentales. (Fig.12)  

 

Tabla 5. Parasitemia mediante qPCR 

Grupo Muestra Ct promedioa 
Día 

(dpi) 

Porcentaje de 

positividad 

(%)(n/total) 

Y 
Tejido 23.06 30  100(8/8) 

Coágulo 22.94 30  75(6/8) 

C300 
Tejido 30.17 30  100(8/8) 

Coágulo 23.85 30 87.5(7/8) 

Control 
Tejido -b 30  0 (0/6) 

Coágulo -b 30  0 (0/6) 

 a La muestra se consideró positiva si   Ct ≤36.  b Las muestras del grupo control no 

presentaron amplificación. Ct=Treshold cycle (ciclo umbral) dpi= días post 

infección. dpi: días post infección. (n/total): individuos positivos/total de individuos 

por grupo.  
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Figura 12. Gráficos de dispersión mostrando Ct (qPCR) de tejido versus nivel de 

metilación global del mismo tejido en células analizadas globalmente, para C300 y 

Y. No se detectó correlación para ninguno de los dos grupos infectados (A: C300; 

B: Y) (Prueba de Correlación de Pearson, P > 0.05) 
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d. Metilación Global 

 

El nivel de metilación global relativo, respecto al control del kit (DNA metilado 

referencial producido por la compañía), en el grupo Y presentó un porcentaje medio 

de 31.20%; en el grupo C300 el porcentaje medio de metilación relativa fue de 

27.36%, mientras que el grupo Control presento un porcentaje medio de metilación 

de 27.67%.  No se observó diferencias significativas entre los niveles por grupo 

(ANOVA-Dunnet, P > 0.05) (Fig. 13)  
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Figura 13. Metilación Global de ADN en muestras de corazón del ventrículo 

izquierdo. Grupos experimentales: Control (n=6), Grupo C300 (n=8), Grupo Y 

(n=8). Barras de error representan la desviación estándar.  
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e. Histopatología  

 

En el análisis histopatológico de tejido de ventrículo izquierdo teñido mediante la 

técnica hematoxilina-eosina (Fig.14 y Fig. 15), todas las ratas infectadas con la cepa 

C300 presentaron inflamación severa (Fig. 14). Entre las ratas infectadas con cepa 

Y  el 62.5% de individuos presento inflamación  severa (Fig.15). No se observó 

inflamación moderada entre los individuos infectados con la cepa 300, mientras que 

en los infectados con la cepa Y se observó inflamación moderada en el 37.5% de 

individuos. Todos los individuos de los grupos C300 y Y, presentaron edema en el 

ventrículo izquierdo. El 85.6%  de los individuos del grupo C300 y el 12.5% del 

grupo Y presentaron desorganización tisular.  Se  observó necrosis del tejido 

cardiaco en el 71.4% de individuos del grupo C300, y en todos los individuos del 

grupo Y.  Finalmente, la tinción tricrómica de Masson permitió evidenciar 

presencia de colágeno fibrótico, el cual estuvo presente en 85.5% de los individuos 

del grupo C300, en  el 75% de los individuos del grupo Y. En contraste, los 

individuos del  grupo control no presentaron ningún tipo de inflamación, edema, 

desorganización tisular, necrosis, o deposición fibrótica de colágeno en el 

ventrículo izquierdo. 
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Figura 14. Inflamación Severa. Imagen representativa de sección de tejido cardiaco  

de rata, con infección C300. Se puede apreciar inflamación severa y difusa, con 

infiltración leucocitaria, distintivos en la enfermedad de Chagas. 400 aumentos; 

Tinción hematoxilina-eosina. 
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Figura 15. Alteraciones histopatológicas observadas en el ventrículo izquierdo de 

los grupos experimentales: Control (n=6), C300 (n=7, una muestra no pudo ser 

procesada por pérdida, ver Tabla 3), Y (n= 8). Inf. Severa = Inflamación severa; Inf. 

Moderada = Inflamación moderada. Des. Tisular = Desorganización Tisular. 

Necrosis = presencia de focos necróticos. Todas las observaciones indicadas hasta 

aquí fueron realizadas por tinción de hematoxilina-eosina. Colágeno = Presencia de 

colágeno (indicador de fibrosis) por tinción tricrómica de Masson. 

 

 

 

 

f. Inmunohistoquímica comparativa de 5-metilcitosina (5-mC) 

 

El análisis mediante inmunohistoquímica de los núcleos de las tres regiones 

designadas del ventrículo izquierdo (epicardio, miocardio y endocardio) para la 

detección y cuantificación de 5-metilcitosina mostró una intensidad media (unidad 

adimensional de intensidad de grises que abarca desde 0 “negro puro” hasta 65535 
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“blanco puro”) en el caso del epicardio,  de 22986.69 en el grupo 300, de 22939.99 

en el grupo Y, mientras que el grupo  control mostró un promedio de intensidad de 

23693.84 (Figura 16). No se observó diferencias estadísticamente significativas 

entre el promedio de intensidad de metilación entre los diferentes grupos de 

tratamiento (Anova – Dunnet, P > 0.05).   

En el caso del miocardio el grado de metilación de 5 – metilcitosina, medido por 

intensidad de color en la prueba de histoquímica,  fue mayor  para el grupo C300  

(43,135.45) seguido del grupo Y (40,034.49) y finalmente por el grupo control que 

presentó un promedio de 35870.17 (Figura 17).  Estas diferencias fueron 

estadísticamente significativas (Anova – Dunnet, P < 0.05) entre el grupo 300 y el 

grupo control.   

En el caso del endocardio, el grupo C300 mostró una intensidad media de 47262.30, 

el grupo Y de 42848.50, y el grupo control un promedio de 41234.24 (Figura 18), 

observándose que el grupo C300 tenía un promedio significativamente mayor que 

el grupo control no infectado (Anova – Dunnet, P < 0.05).  

El control referencial de línea celular LLC-MK2 usando el agente demetilante 5-

azacitidina generó un descenso de la metilación global detectable (P < 0.05, 

confirmando la especificidad del anticuerpo monoclonal 33d3 anti-5mC (Figuras 

19 y 20).  
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Figura 16. Intensidad media de píxeles de núcleos teñidos por área según grupo, 

para tejido Epicardio. Al comparar intensidad de los núcleos no se observó 

diferencia significativa entre ninguno de los 3 grupos. (P>0.05). En el eje vertical, 

65535 es el valor de máxima ausencia de color (blanco puro) y 0 representa la 

máxima intensidad posible de color (negro puro). Grupo control, ratas inoculadas 

con vehículo (solución salina, n=6). Grupo C300, ratas infectadas con 105 

tripomastigotes cepa 300 (n=8); Y: ratas infectadas con 105 tripomastigotes cepa Y 

(n=8). 
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Figura 17. Intensidad media de píxeles de núcleos teñidos por área según grupo, 

para tejido Miocardio. * El grado de metilación en el núcleo fue mayor en el grupo 

C300 que en el grupo control (P<0.05). En el eje vertical, 65535 es el valor de 

máxima ausencia de color (blanco puro) y 0 representa la máxima intensidad 

posible de color (negro puro). Grupo control, ratas inoculadas con vehículo 

(solución salina, n=6). Grupo C300, ratas infectadas con 105 tripomastigotes cepa 

300 (n=8); Y: ratas infectadas con 105 tripomastigotes cepa Y (n=8). 
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Figura 18. Intensidad media de píxeles  de núcleos teñidos por área según 

grupo, para tejido Endocardio. Al comparar intensidad de los núcleos se observó 

diferencia significativa entre el grupo C300 y el grupo No infectado (control) 

(*;P<0.05). En el eje vertical, 65535 es el valor de máxima ausencia de color 

(blanco puro) y 0 representa la máxima intensidad posible de color (negro puro). 

Grupo control, ratas inoculadas con vehículo (solución salina, n=6). Grupo C300, 

ratas infectadas con 105 tripomastigotes cepa C300 (n=8); Y: ratas infectadas con 

105 tripomastigotes cepa Y (n=8). 
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Figura 19.  Antes (A) y después (B) de exposición al agente desmetilante 5-

azacytidina, los niveles de metilación descendieron visiblemente en los cultivos in 

vitro de LLC-MK2. Magnificación: 250 aumentos.  
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Figura 20. Intensidad media de píxeles por área según condición “PRE” o 

“POST” exposición a agente demetilante 1µM 5-azacitidina de cultivo celular 

de LLC-MK2 por 72 h. Se halló diferencias significativas (P < 0.05) en un ensayo 

por duplicado. En el eje vertical, 65535 es el valor de máxima ausencia de color 

(blanco puro) y 0 representa la máxima intensidad posible de color (negro puro).  
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IX. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo se han examinado los efectos de la infección aguda de T. 

cruzi en el estado de metilación del ventrículo izquierdo de corazones de ratas 

Holtzman, empleando 2 cepas del parásito. Ambas cepas mostraron utilidad 

experimental, al no causar letalidad (ninguna rata murió antes de ser analizada), 

presentar parasitemia detectable y patología tisular concordante con lo descrito 

múltiples veces en la literatura  (Perez et al 2009; Alvarado-Tapias et al 2010; 

Novaes et al 2017). Una de las cepas, la cepa “C300” (DTU TcI, Dr. Mike Levy, 

comunicación personal)  mostró que en ciertas zonas del ventrículo existe aparente 

hipometilación global  significativa comparada con el control no infectado. Este 

efecto solo pudo ser detectado al examinar los núcleos celulares del tejido mediante 

inmunohistoquimica cuantitativa, mientras que las pruebas de metilación global 

basadas en una plataforma ELISA empleando detección de DNA hipometilado no 

encontraron mayores diferencias entre los 3 grupos experimentales.   

La otra cepa de T. cruzi empleada en el presente estudio, la cepa Y, DTU TcII 

(Zingales et al 2009) no causó alteraciones significativas de la metilación global en 

el tejido examinado ya sea mediante ELISA (Figura 11) o por inmunohistoquímica 

(Figuras 14, 15, 16). Al mismo tiempo esta cepa mostró (descriptivamente) menor 

número de individuos afectados con inflamación severa y mayor número de 

individuos afectados con inflamación moderada en comparación con C300, así 

como   menor fibrosis (deposición de colágeno) (Figura 13).  Aunque diversos 

reportes señalan que las cepas DTU TcII son más virulentas que las TcI (Sales-

Campos et al 2014) y en este estudio se ha visto lo contrario, el daño tisular causado 

por la cepa Y (Tc II) no es irrelevante; simplemente a nivel de metilación los 
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cambios no han sido suficiente marcados para alcanzar significancia estadística. Por 

otra parte, está descrito que T. cruzi puede alterar su virulencia, a veces de manera 

irreversible, a lo largo del tiempo (Basombrio et al 2000). Otros estudios muestran 

que hay proporcionalidad entre marcadores de inflamación y el grado de 

alteraciones epigenéticas ((Baccarelli et al 2010; Perng et al 2012), lo cual permite 

hipotetizar que diferencias en la severidad de los signos patológicos causados por 

diferentes cepas parasitarias tiene un correlato a nivel de metilación.  

El modelo experimental en sí ha demostrado ser informativo e útil. La ruta 

peritoneal empleada ofrece la ventaja de permitir la administración de volúmenes 

considerables de manera consistente en roedores (Turner et al 2011) y, el inoculo 

empleado (105) es comparable al usado por otros autores en ratas:   1 x 105 – 4.8 x 

105   (Junqueira Junior et al 1992); 3 x 105 (Teixeira et al 2001); 2 x 105  (Rendon 

et al 2007). Con respecto al sexo, en literatura se han usado indistintamente ratas 

macho y hembras, aunque las ratas hembras ofrecen la ventaja de permitir la 

implementación potencial de un modelo de transmisión vertical de la infección, 

además de ser menos territoriales y agresivas que los machos (Johansen et al 2008).   

La duración de la fase experimental de este estudio (1 mes) fue implementada 

porque este periodo de tiempo es útil para observar las principales manifestaciones 

inflamatorias e histopatológicas de la enfermedad de Chagas. Si bien se podría 

considerar a la fase crónica como el gold estándar dentro de un modelo murino, 

todos los modelos animales son imperfectos en relación con los cuadros clínicos 

descritos en humanos (Silva et al 2012). La fase crónica no pudo ser implementada 

por razones logísticas; y podría servir como un punto complementario de estudio 

que apoye y profundice los hallazgos descritos en el presente estudio. 
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El primer método de análisis de DNA metilado, el kit MDQ1, se basa en la 

detección del mismo empleando un anticuerpo monoclonal específico contra 5-

metilcitosina (Reynaud et al 1992), en una plataforma ELISA. Puesto que existe 

información consistente señalando la asociación entre inflamación y alteraciones 

epigenéticas (Bayarsaihan 2011), es hipotetizable que la inflamación chagásica 

aguda con típica infiltración mononuclear intensa (Engman y Leon 2002) cause 

alteraciones de metilación o epigenéticas en alguna forma.  Sorprendentemente, no 

se encontraron diferencias significativas, y se observó al contrario una tendencia de 

hipermetilación global en la cepa Y, mientras que la cepa C300 mostró valores 

globales casi similares al grupo no infectado (Figura 11).  

El tejido cardiaco mamífero está compuesto por muchos tipos diferentes de células 

(Zhou y Pu 2016),  entre los cuales abundan los cardiomiocitos (70-85% del 

volumen del órgano), fibroblastos, células endoteliales, células perivasculares, 

macrófagos residentes y otras (Hulsmans et al 2017), por lo cual un análisis de DNA 

de lisado de tejido, como en este estudio, toma muchos tipos diferentes de 

epigenomas como sujeto de análisis al mismo tiempo. Esta heterogeneidad se 

complica por la forma específica de reaccionar de un linaje celular ante 

infección/inflamación, causando potencial ruido en un análisis global por las 

múltiples vías de señalización activándose o desactivándose. En consecuencia, 

podría haber ocurrido que: hubo cambios de metilación pero limitados a unas 

cuantas células, o hubo aparición de hipometilación global mezclados con 

hipermetilación global (Stenvinkel et al 2007; Arai et al 2009) formando un patrón 

de cancelación, o hubo cambios de metilación exclusivamente locales sin 

alteraciones globales (Lee et al 2008), o no ocurrieron cambios en el estado de 



61 

 

metilación a pesar del entorno proinflamatorio, o era necesario más tiempo (proceso 

crónico). Es de notar que, en la enfermedad de Chagas, las células infectadas son 

por definición escasas, formando un patrón multifocal y dinámico (Lewis y Kelly 

2016). Es posible que, a pesar del microentorno proinflamatorio, la señal producida 

por cambios epigenéticos en células infectadas (parasitadas intracelularmente), se 

pierda en el gran conjunto de DNA de otras células cardiacas (dilución de la señal). 

Asimismo, es sabido que las tecnologías de análisis de metilación basadas en 

ELISA poseen poco poder resolutivo, y relativamente alta variabilidad intra e inter 

ensayo [(Kurdyukov y Bullock 2016) , así como comunicación personal con 

Jennifer Gormley, especialista en el área de servicio técnico de kits epigenéticos de 

la casa matriz Sigma, USA].  Por tanto, se puede afirmar de manera conservativa 

que no hay evidencia de cambios masivos (gran porcentaje de la población celular 

presentando cambios), o direccionalidad pronunciada (una gran tendencia de las 

células afectadas hipermetilando o hipometilando pero no ambas opciones 

simultáneamente) en las muestras procesadas, para ambas cepas. Las células 

miocárdicas poseen enorme actividad metabólica, con un 20-40% de su volumen 

citoplasmático ocupado por mitocondrias (Marin-Garcia y Goldenthal 2002) y las 

alteraciones funcionales del tejido cardiaco en la enfermedad de Chagas tienen un 

componente de daño mitocondrial, principalmente por el incremento de las especies 

reactivas prooxidativas (Wen y Garg 2018). Otros autores han descrito alteraciones 

dinámicas de metilación global miocárdica en insuficiencia cardiaca (Pepin et al 

2018), apuntando a diferentes causas con la consecuencia común de alteración del 

equilibrio epigenético y que explicarían la mayores alteraciones encontradas en este 

estudio en comparación con el resto de estructuras cardiacas. 
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Aunque múltiples estudios y revisiones han abordado el fenómeno de las 

disrupciones de diferentes componentes de la maquinaria epigenética normal del 

hospedero por causa de patógenos microbianos (Silmon de Monerri y Kim 2014) 

hay contados artículos en la literatura acerca de parásitos eucariontes y metilación 

de DNA del hospedero.  Marr et al (Marr et al 2014) describió que macrófagos 

humanos infectados con Leishmania donovani, parásito de la misma familia que T. 

cruzi (Trypanosomatidae) presentan alteraciones de metilación en regiones 

promotoras, así como en partes de los cuerpos de los genes, tanto hiper como 

hipometilación. Aunque el mecanismo es desconocido, parásitos muertos de 

Leishmania donovani no causan alteraciones de metilación al ser fagocitados por 

los macrófagos, sugiriendo una manipulación activa de parte del parásito. 

Plasmodium chabaudi (un apicomplejo usado para modelos murinos de malaria)   

es capaz de causar cambios de metilación en promotores de genes de defensa como 

los TLRs (Toll-like receptors) (Al-Quraishy et al 2013). Mucho más publicitado es 

el caso de Toxoplasma gondii (otro apicomplejo) que según hallazgos de Hari Dass 

y Vyas (2014) causa cambios de metilación de DNA en la amígdala medial del 

cerebro en ratones infectados. La vasopresina, una hormona nonapeptídica, y que 

tiene roles en la regulaión de la presión sanguínea así como la socialización y 

conducta mamífera es hipometilada en su promotor tras la infección; lo cual en 

conjunto con lo anterior se traduce en ratones infectados sintiendo atracción en vez 

de miedo a los gatos, facilitando la transmisión del parásito. 

El método que se ha usado en este estudio para complementar el análisis de DNA 

metilado, denominado inmunohistoquímica cuantitativa (qIHC), ha sido empleado 

en algunos estudios para evaluar el estado de la metilación global del DNA 
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(Piyathilake et al 2001; Karouzakis et al 2009; Gao et al 2011)  y ofrece la ventaja 

de examinar tejidos directamente, contrarrestando la “dilución de la señal” que 

podría existir con la metodología anteriormente mencionada. Tiene coherencia el 

razonamiento que, de acuerdo con la información histológica (Figura 13) se puede 

detectar disminución significativa de la metilación global causada por la infección 

de la cepa “más virulenta” (C300) mientras que la cepa “menos virulenta” (Y) no 

alcanza un efecto detectable por esta técnica. Por esta razón, en este estudio, la 

qIHC ha sido más informativa que el ELISA.  Un punto meritorio de atención es 

que no hubo parasitemia detectable en el 100% de individuos infectados por 

microhematocrito (visualización directa en campo claro), aunque sí hubo 

parasitemia detectable por métodos moleculares en todos los individuos inoculados. 

Esto podría haber generado cierta heterogeneidad experimental no prevista y 

afectado la capacidad de detección de alteraciones de metilación, dado que hay 

correlaciones descritas entre daño tisular, parasitemia, inóculo inicial, prognosis 

durante la fase crónica, y activación de la respuesta inmune en los modelos animales 

de Chagas (Marinho et al 1999). Aun cuando se evidenció a nivel histológico daño 

universal en ambos grupos experimentales, un escenario ideal hubiera sido 

parasitemia detectable por microhematocrito en todos los individuos inoculados, 

homogenizando las muestras y elevando el poder estadístico.  

Las limitaciones de este estudio son extensas. Se asumió asimismo un tamaño del 

efecto de mediano a grande; es decir que basta con un reducido número de animales 

para evidenciar modulaciones epigenéticas asociadas a la inflamación presente. Las 

técnicas usadas para evaluar el estado de metilación global no se consideran gold 

standard, y han sido usadas por un número reducido de autores; sin embargo, las 
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técnicas gold standard, tales como secuenciamiento con bisulfito (Beier et al 2007), 

son prohibitivamente más caras, con costos órdenes de magnitud mayores. Por 

razones logísticas/presupuestarias tampoco, no fue posible, por ejemplo, analizar la 

población leucocitaria por ningún método empleado. En concordancia con el 

paradigma de medicina mínimamente invasiva, muchos estudios intentan asociar 

alteraciones epigenéticas en sangre (leucocitos) con patologías sistémicas, y en lo 

pertinente con este estudio, eso sería el estado de metilación local o metilación 

global del DNA. Existe un amplio rango de publicaciones, en constante expansión, 

con esta estrategia analítica, que evalúan muchas condiciones sistémicas, como por 

ejemplo la influencia de disciplinas físicas como Yoga (Harkess et al 2016), Tai-

chi (Ren et al 2012), el efecto de fumar (Hillemacher et al 2008) lupus eritematoso 

sistémico (Hedrich 2017), exposición a polvo ambiental (Cantone et al 2017), 

envejecimiento (Gravina y Vijg 2010), enfermedades cardiovasculares (Kim et al 

2010), entre otras.  

En este sentido, la enfermedad de Chagas es sistémica, y el análisis inmunológico 

de leucocitos ha sido llevado a cabo repetidas veces en otros estudios, 

encontrándose principalmente que las poblaciones celulares de linfocitos T y B está 

anormalmente incrementada en pacientes sintómaticos de la fase crónica (Dutra et 

al 1994; Dutra et al 1996) así como sus perfiles exhiben un comportamiento 

excesivamente pro-inflamatorio y con pérdida de especificidad anti-parasitaria y 

funcionalidad (Garg et al 2016). Si bien no se ha realizado ningún estudio que 

evalúe epigenéticamente la población leucocitaria del hospedero durante la fase 

aguda o crónica de Chagas, se podría hipotetizar que habrían alteraciones en las 

regiones de control (promotores) de genes pro-inflamatorios, sus secuencias 
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(exones, intrones), o sus reguladores trans. Si consideramos a los principales genes 

mediadores de inflamación Th1 en Chagas (las citoquinas TNF-α, IFN-γ, TGF-β), 

se sabe que se ha descrito ya, la participación de aberraciones de metilación de DNA 

en otras patogénesis y en el control de expresión de cada uno de estos mediadores 

(Yano et al 2003; Sullivan et al 2007; Wang et al 2013). 

Sobre las estrategias farmacológicas que se podrían aplicar para normalizar el 

estado de metilación, el escenario es desafiante.  Diversos grupos de investigación 

están tratando de detener o revertir el desembocamiento en falla cardiaca chagásica 

con numerosas drogas distintas y mediante la intervención en diferentes vías de 

señalización (Perez et al 2009; Penitente et al 2015; Horta et al 2017) pero es más 

lo que se ignora que lo que se comprende en esta patogénesis.  Drogas capaces de 

modificar el estatus de metilación del DNA, tales como la 5-azacitidina, son 

demasiado tóxicas, no superan un análisis riesgo/beneficio y no podrían ser usadas 

en la enfermedad de Chagas. Sin embargo, estrategias más modernas como 

CRISPR/Cas9 han mostrado recientemente la capacidad de alterar el estado de 

metilación de regiones muy puntuales (Liu et al 2016). Por supuesto, esto implica 

que el epigenoma patológico de la enfermedad de Chagas debe ser descrito con la 

mayor profundidad posible, identificando las alteraciones más relevantes y 

pudiendo así maximizar la efectividad de cualquier tratamiento de edición 

epigenética (no genética) del hospedero con la mínima invasividad posible. Eventos 

patológicos cuasi universales en Chagas como fibrosis e inflamación desregulada 

ofrecen un punto de ataque inicial para estudios de identificación de alteraciones 

epigenéticas puntuales.  
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Existe ahora una multitud de tecnologías en proceso de maduración capaces de 

brindar esta información y que, por limitaciones de recursos tanto financieros como 

logísticos, no ha sido posible emplear. Es posible secuenciar el “metiloma” entero 

de un tejido por secuenciación entera del genoma post-tratamiento con bisulfito de 

sodio (Whole Genome Bisulfite Sequencing), el cual convierte solamente las 

citosinas no metiladas a uracilo, y este uracilo es luego amplificado como timina en 

una PCR, porque la Taq no puede distinguir entre uracilo y timina en las 

subsiguientes rondas de amplificación. De esta forma, se puede obtener 

información precisa acerca del estado de metilación de sitios específicos, así como 

a nivel alélico (el alelo paterno podría estar metilado y el materno no, etc), y 

subpoblacional (no todas las células de un tejido estarán metiladas o no en una 

región específica de su genoma). También es posible secuenciar solo regiones 

génicas repetitivas y móviles como LINE-1 (Long interspersed nuclear elements) 

las cuales forman el 17% del genoma humano y reflejan, hasta cierto punto 

aceptable, el estado de metilación global de una célula mamífera (Whole Genome 

Methylation Profiling). Otras metodologías más específicas (locales) incluyen el 

uso de microarreglos de detección, la captura selectiva (enriquecimiento) con beads 

de regiones de alta metilación del genoma previamente cortado en miles de 

fragmentos con un anticuerpo monoclonal anti – 5mC (Kurdyukov y Bullock 2016). 

La lista de metodologías modernas es muy extensa, y la gran mayoría implica el 

uso de una capacidad instalada de análisis bioinformático de un gran  volumen de 

datos, algo que no hubiera sido posible de ejecutar en el presente estudio.  

En conjunto, el presente estudio aporta un nuevo enfoque hacia el siempre 

desafiante entendimiento de la patogénesis de la enfermedad de Chagas. Este plano, 
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el epigenético, no ha sido, hasta nuestro conocimiento, descrito hasta ahora y sus 

disrupciones se pueden concebir como una adición más al arsenal descrito de T. 

cruzi para ser capaz infectar virtualmente cualquier célula mamífera, escapar desde 

el fagosoma de los macrófagos a su citoplasma, inducir apoptosis de linfocitos, 

entre otros mecanismos.  Se ha podido evidenciar alteraciones en los niveles de 

metilación de tejido cardiaco de individuos infectados en la fase aguda, aunque es 

muy probablemente proyectable a la fase crónica, debido a que los cardiomiocitos 

son probablemente células post-mitóticas en su mayoría, con escasa plasticidad, 

resultando en la irreversibilidad de sus alteraciones de metilación así la infección 

fuera hipóteticamente removida en su totalidad. Si bien este parásito ha mostrado 

ser un formidable adversario a nuestra especie a 110 años de su descripción, este y 

futuros estudios de mayor envergadura en el campo epigenético prometen ayudar a 

resolver su patogénesis y servir de base para futuras propuestas terapéuticas.  
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X. CONCLUSIONES 

 

- Las ratas infectadas con T. cruzi, durante la infección aguda, muestran una 

hipometilacion global de DNA, en el ventrículo izquierdo. 

- La hipometilación es detectable solo en la infección con la cepa C300 (DTU 

TcI) , la cual evidenció severo daño histológico, y no fue detectable con la 

cepa Y (DTU Tc II)  

- La hipometilación debido a la cepa C300 (DTU TcI)solo se evidencia en el 

miocardio y endocardio, más no en el epicardio.  

Los individuos inoculados experimentalmente presentaron patologías 

tisulares marcadas e identificables, tales como inflamación severa y 

fibrosis, además de parasitemia detectable, permitiendo que el modelo sea 

considerado como modelo animal útil e informativo.  
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XI. RECOMENDACIONES 

 

- Emplear métodos de análisis de metilación de DNA más profundos, tanto 

enfocados a todo el genoma así como a regiones génicas particulares, es 

decir niveles global y local,junto con la implementación de un flujo de 

trabajo capaz de analizar informáticamente todos los datos que se generarían. 

- Dedicar  una unidad de bioinformática (software, hardware) así como un 

equipo de trabajo de análisis para post-procesamiento de datos crudos 

“ómicos”: (epigenómicos, genómicos, transcriptómicos…).  

- Evaluar además más tejidos (leucocitos, tejido arterial, grasa epicardica, 

tejido gastrointestinal) debido a la naturaleza específica de línea celular de 

sus patrones epigenéticos.  
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ANEXOS 

Tabla S1: 

Equivalencia de mm de hematocrito y volumen respectivo : 

mm µl mm µl 

5 4.47 23 20.60 

6 5.37 24 21.40 

7 6.27 25 22.43 

8 7.17 26 23.03 

9 8.06 27 24.19 

10 8.85 28 25.08 

11 9.74 29 25.98 

12 10.75 30 26.87 

13 11.64 31 27.20 

14 12.54 32 28.66 

15 13.44 33 29.56 

16 14.34 34 30.46 

17 15.23 35 31.38 

18 16.13 36 32.25 

19 17.02 37 33.14 

20 17.92 38 34.04 

21 18.82 39 33.93 

22 19.71 40 35.83 

 

 

 

 

 



 

 

GLOSARIO 

 

5mC  (5-metilcitosina) .Es la base nitrogenada citosina que ha recibido, por acción 

de una enzima metiladora de DNA, un grupo metil en la posición 5.  

DAMPs (Damage-associated molecular patterns) Patrón molecular asociado al 

daño, son moléculas del hospedero liberadas tras la destrucción de células, las 

cuales activan el sistema inmune 

DNA (Deoxyribonucleic acid): Ácido desoxirribonucleico, es un ácido nucleico 

que contiene la información genética de un organismo  

DTUs (Discrete Typing Units): Es la designación de un grupo de linajes de parásitos 

Trypanosoma cruzi que son genéticamente más similares entre sí que frente a 

cualquier otro linaje, y son identificables por marcadores comunes genéticos, 

moleculares e inmunológicos, 

Edema: Acumulación de líquido en el espacio extracelular de los tejidos. 

Epigenética: La Epigenética se refiere a los cambios heredables en el ADN e 

histonas que no implican alteraciones en la secuencia de nucleótidos y modifican la 

estructura y condensación de la cromatina, por lo que afectan la expresión génica y 

el fenotipo. 

Fibrosis: Es el desarrollo de tejido conectivo en un órgano como consecuencia de 

un proceso reparativo, el cual sustituye al tejido funcional (parénquima) por tejido 

estructural de soporte (estroma). 

Inflamación: Es la activación de mecanismos de respuesta innata con componentes 

celulares y humorales, tras un daño tisular causado por fuerzas físicoquímicas, 



 

 

organismos infecciosos, etc en un intento del organismo por regresar a su estado 

anterior.  

HDAC: Histona deacetilasas, son un grupo de enzimas implicadas en la eliminación 

de los grupos acetilo de los residuos de lisina en la histonas. 

Histonas: Proteínas que proporcionan soporte estructural a un cromosoma., y que 

participan en la regulación de la expresión de genes, especialmente cuando éstas 

reciben alteraciones químicas  

Metilación: Es la adición química de un grupo metil –CH3 a una molécula, y en el 

presente estudio, específicamente a la base nitrogenada citosina. 

miRNA (microRNA): es un RNA de una longitud entre 21 y 25 nucléotidos, con 

capacidad para regular la expresión de otros genes.  

Necrosis: Muerte patológica de un grupo de células de un tejido, provocada por un 

agente nocivo. 

PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns): Patrón molecular asociado a 

patógenos, son moléculas pequeñas características de patógenas y reconocidas por 

el hospedero, tales como lipopolisacáridos bacterianos y DNA viral.  

PCR (Polymerase Chain Reaction): Reacción en cadena de la polimerasa, una 

técnica molecular que permite detectar secuencias específicas de DNA mediante el 

copiado exponencial de las mismas 

Nucleósido: Componente químico orgánico relacionado con los nucleótidos, 

compuesto por una base nitrogenada y un azúcar. Ejemplo: Desoxitimidina 



 

 

Nucleótido: Componente químico orgánico de los ácidos nucleicos, conformado 

por una base nitrogenada, un azúcar y una molécula de ácido fosfórico. Ejemplo: 

Monofosfato de desoxitimidina. 

RNA (Ribonucleic acid): Ácido ribonucleico, es un ácido nucleico que tiene roles 

esenciales en la codificación, descodificación, regulación y expresión de la 

información genética de un organismo  

 

 

 

 

 

 


