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1.RESUMEN

El conocimiento cientifico en torno al parasitypanosoma cruzi la enfermedad de Chagas, en la actualidad
permite diversificar estrategias que tienen la finalidad de solucionar o aminorar leimarontre estas
medidas se encuentra el control del vector, desarrollo de agentes farmacolégicos y vacunas de nueva generacion,
asi como el uso de tratamientos alternativos que involucran extractos herbolarios con capacidad antiparasitaria.
A pesar del pco éxito alcanzado, la OMS aun reporta 8 millones de personas infectadas en el mundo, 25
millones en riesgo de contraer la infeccidn y un registro de 10,000 muertes al afio. En este contexto, el problema
se ha globalizado ya que recientemente se han regipstcasos de Chagas en lugares no endémicos.
Actualmente solo los farmacos Nifurtimox y Benznidazol han demostrado eficacia en el tratamiento, sin
embargo, su empleo conlleva a efectos adversos cuya severidad es dosis dependiente y proporcional a la
cronicidad de la enfermedad. El panorama epidemiolégico de esta enfermedad podria ser un gran desafio,
debido a la inexistencia de vacunas antiparasitarias efectivas, aunado a la resistencia farmacolégica que
Ultimamente se ha reportado en el parasito.

Respedat a las estrategias vacunales, se han empleado antigenos de superficie del parasito como vacunas de
ADN o proteinas recombinantes, las cuales han demostrado efectos inmunoestimulantes de las respuestas de
tipo Thly Th2. En algunos casos, se ha controladarga parasitaria y el infiltrado inflamatorio, alcanzando

mayor sobrevida en modelos de infeccibn experimental. Sin embargo, estas medidas tienen limitantes
terapéuticas, debido a que no se logra inmunidad estéril y/o las respuestas inmunitarifisasspeci
inadecuadas. Recientemente, llama la atencion el uso de antioxidantes exégenos como medida terapéutica
contra la enfermedad. En esta relacién, las vitaminas E y C han demostrado efectos positivos en cuanto a la
evolucion de la cardiomiopatia aj@sica cronica. Tales efectos cardioprotectores, se atribuyen a una
disminucién en los niveles de estrés y dafio oxidativo, los cuales se asocian a-tectadc®n del sistema
inmunitario contra la enfermedad de Chagas y/o a los efectos adversosadospipor terapéutica
farmacologica.

En la presente investigacion evaluamos el efecto de la ABViXro, en parasitos cultivados axénicamente y

en cecultivo con células Vero, | vivo,donde se evalué la suplementacién de la ASTX en ratones BALB/c
infectados conT. cruzi previamente inmunizados con TcVaclM. Los resultadogitro muestran que la
astaxantina tiene efecto detrimental sobre los parasitos, pero no cuando se cultiva con monocapa de células
Vero.In vivo, la ASTX no mostro valor terapéutié@nte a la infeccidén pues los ratones murieron antes del dia

30 después de la infeccidn y no contribuyo en el control de la parasitemia. Sin embargo, se mostré incremento
en la infiltracién linfeplasmocitica de tipo focal en corazon, con reduccién enuslero de nidos de
amastigotes, y en bazo los foliculos linfoides fueron menos hiperplasicos en comparacién con los grupos
control. El uso de la vacuna TcVaclM y la suplementacion con ASTX, no mostro control en la carga parasitaria

y la vacuna por si solaostré 50 % de sobrevivencia comparado con el 25 % en los ratones suplementados con
ASTX. También se observo una disminucion en los niveles de estrés oxidativo y no hubo mejora en la
produccion de anticuerpos IgG. En tejido cardiaco la suplementaciomii@kidante registr6 nidos de
amastigotes con moderada infiltracion ligflasmocitica, comparado con el grupo control vacunal el cual no
registré nidos de amastigotes y el infiltrado fue ligero. De ahi que no se recomienda el uso de la ASTX durante
la faee aguda de la infeccién por cruzj ya sea solo o en combinacion con farmacos terapéuticos. La vacuna
TcVaclM por si sola induce una buena respuesta inmune contra la infeccion inducidanpaien ratones

BALB/c. A pesar de lo reportado, son necesamievas estrategias vacunales y seria importante evaluar la
ASTX en fase crénica de la enfermedad de Chagas y determinar si tiene potencial contra el desarrollo de la
cardiomiopatia chagasica.
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2. ABSTRACT

The scientific advances regarding the knowledfeutT. cruziparasite and Chagas disease have
allowed us to propose different strategies to solve the problem, ranging from vector control,
recombinant vaccine development and alternative treatments involving new drugs, Chemical agents
and plant extracthat have shown potential against the parasite, but the success has nohijgete

since, despitadvancesWHO still reports 8 million infected people in the world and 25 million more

at risk of infection with a record of 10,000 deaths a y@artheother handthe problem has become
globalized, as cases of the disease have been recordeddnd®wmic areas. Currently, only the drugs
Nifurtimox and Benznidazole have demonstrated efficacy in the treatment, with effects proportional
to the chronicity b the disease and severe collateral damages and unfortunately no vaccine is
available additionally resistance to afgarasitic drugs has been reportédccine strategies include

using surface antigens of the parasite as DNA vaccines or recombinaimspaoie have been shown

to stimulate Th1l and Th2 type responses, controlling in some cases parasitic burden and inflammatory
infiltrate, which increases suival of the experimental model,otvever, sterile immunity and
adequate and specific immune respdresee not beeachieved, and there are few studies that address

the issue of the development of chagasic cardiomyopathy in chronic patients. Recently, the use of
exogenous antioxidants as a potential treatment against the disease has been called because
artioxidant therapy such as vitamsig and C decrease the levels of oxidative stress associated with
Chagas disease, protecting the myocardium and controlling the progretss chagasic
cardiomyopathyln the present study, we evaluated the effect of ABWTWtro on axenically cultured
parasites and on aaulture with Vero cellsln vivo, ASTX supplementation was evaluated ircruzi

infected BALB/c mice and supplementatiorf ASTX and the use of the reminant TcVaclM

vaccine The results show that astasthin has a detrimental effect on the parasites, but not when
cultivated with monolayer Vero cells. In vivo, ASTX showed no therapeutic value against infection
as the mice died before day 30 after infecaonthere was no control of parasitemidowever an

increase in focal type lymphaasmacytic infiltation was shown in heart witleduction in the
number of amastigotes nests, in spleen the lymphoid follicles were less hyperplastic compared to the
control groupsThe use of the TcVaclM vaccine and AS3upplementation no showed control on
parasite burden. The vaccine alone showed a 50% survival rate compared to 25% in ASTX
supplemented mice. There was also a decrease in oxidative stress levels however it was no
improvement in the production of IgG dmdies. In cardiac tissue, antioxidant supplementation
recorded amastigotes nests with moderate lymphoplasmacytic infiltration, compared to the vaccine
control group which did not register amastigotes nests and the infiltrate wad lightfore we do

not recommend the use of ASTX during the acute phask afuziinfection, either alone or in
combination with therapeutic drugs, and the TcVaclM vaccine alone induces a good immune
response against the infection induced bgruziin BALB/c mice.Despitethe reported, new vaccine
strategies are necessary and it would be important to evaluate ASTX in the chronic phase of Chagas
disease and to determine if it has potengitiéct against the development chronic chagasic
cardiomyopathy
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3. INTRODUCCION

Han pasado mas 100 afios desde el descubtorderia enfermedad de Chagas, sobre la cual

se han realizado multiplesvestigacionegpara entender su comportamiento y generar
estrategias terapéuticas o de control epidemiolégiazs métodos concernientes al
tratamiento permanecen insuficientedKowalska et al., 2011) pues adnno existe un
tratamiento eficaz/ la Organizacion Mundial de la Salu®iS) reconoe que es una
enfermedadropical desatentidagon registros de aproximadamente 8 millones de personas
infectadas en el ondo y mas de 25 millones de personas en riesgo de infeccidn en los paises
endémicogOMS, 2017)

Una de las afecciones mas importantdéaculada ala enfermedad de Hagas, es la
cardiomiopatia chag#&g en la cual se comprometen t@sdiomiodtos y el sistema nervioso
autbnomo En esta condicion adversa, aun se desconoce si la fisiopatologia es debida a la
capacidad infectiva y de replicacién del parasito ecadodiomiocito® se debe a reacciones
autoinmunes del hospedemn el subsecuemincremento destrés oxidativo (EQDhiman

et al, 2013; Zackset al, 2005; Bonney &ngman, 2008)Lo que parece un heches que

estas respuestas participan de manera corgurigaevoluciénde lacardiomiopatiala cual

puede culmiar eninsuficiencia cardiaca ynuerte repentina del hospeddi#ackset al,

2005)

Respecto al atamientoNifurtimox (NFMX) y Benznidazo(BZN) son los Unicos farmacos
autorizadosen varias regiones de América Latjnlns cuales han demostrado eficacia
terapéuticacontra la enfermedade Chagassobre todalurantela fase aguda. Asi mismo
(NFMX y BZN), ademas de mostrar poca efectividad durante la fase cronica, conducen a
efectos colaterales severos (Cadro, 2014) asi como al desarrollo deesistencia
farmacoldgica por parte des parasitogCamandarobat al, 2003) A estas limitantes, se
suma la inexistencia deatamientos vacunalegor tanto, se vuelve necesariauggente la
busqueéa de tratamientos alternativos

Como parte de estas estrategias, en nuestro laboratorio se esta trabajado desde hace varios
afos en ledesarrollo de vacuna®ara este casopd ant§jenosTcG2 y TcG4,que son
proteinas situadas ¢ superficie de la membrana extracelulaifdpanosoma cruziy que

se anclana través de enlace&Slucositfosfatidil-inositol (GPI) han sido empleados. Su
evaluacion previen varios modelos biolégicaacluyendo el murinp permite que sean
consideradosle manerandividual o con adyuvantesandidatossiablespara el desarrollo

de vacunas Los resultadoglemuestramgue estosantigenos despiertamna proteccion
inmunitariaeficiente contranfeccion porT. cruzi(Bhatia& Garg 2008; Bhatiaet al., 2004)
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lo que ha permitido incrementar la sobrevida de los ratones. Sin epdrargquiere que la
vacuna tenga la capdeid para despertegspuestsinmuritarias adecuadas, efectivas y mas
eficientes

A fin de explorar otras alternativas terapéuticas, estudios recigofgsne que la ingesta

de antioxidantes exdgengmdriantener efecteprotectores, si se incluyen & dieta de los
pacientes chagé&os cronios (Wen et al, 2010; Ribeiroet al, 2010) Sin embargo, no

existen reportes que hayan evaluado la efectividad de estos compuestos durante la fase aguda
de la enfermedad. En esta relaciéh,pigmento carotenoide astaxamatin ( AST X) (3,3
dihidroxi-b , -Gafotene4 , -didna) que se encuentra deanera natural en algunos animales
marinos es un antioxidante que pertenece a la familia de las xant@@lasrinet al, 2003)

Se hareportadoque ademas de tener efectos cardioprotectofedalece el sistema
inmunitariq debido aque se le atribuyerpropiedades inmunmoduladoras,antk
inflamatorias y anticanceiigenas(Chewet al, 2011; Gotoet al, 2001; lwabayashét al,

2009; Parket al, 2010) A fin de evaluar si la astaxantinarne efectos cardioprotectores,
inmuno-protectores, antiparasitarios o efectos terapéuénds enfermedad de @has.En

el presente estudio se analizaron los efectos d&SIBX en cultivo de parasitos ha
suplementaciode la misma en ratones BALB/d@ttados con la cepa NINOA de cruzi

Asi mismo, también se evalué la efectividad deitamiento conjunto (vacuna
TcVaclM/ASTX) en el mismo modelo biolégico.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas

La Tripanosomias Americana (TA), también conocida como enfermedad de Chagas es una
enfermedad parasitica tropical zoonética potencialmente maféaita predominantemente
estratos sociales marginados, debido a la predileccion del hemiptero de la subfamilia
Triatominae que es su vectoy, queresice en cabaés construidacon paredes elaborados
dearcilla, bambu y palma, que son materiales que emplean personas de escasos recursos y
extrema pobreza en los lugares endémicagnfermedadecataloga como uranfermedal
Tropical Desatendida(del inglés Neglected Tropical DiseagegOMS, 2017) donde
desafortunadamentes residentes afectados mueren antes de ser diagnosiiKadadska

et al, 2011) Recientemente se ha mencionado alepatrén epidemioldgico de la
enfermedadehaextendido parcialmentdebido amigracién de personas afectadas de areas
ruralesendémicas areas urbangd®MS, 2017)

El agente etiolégicd. cruzi (Chagas 1909) desarrolla su ciclo de vida en hospederos
vertebrados (mamiferos) e invertebrados (Triatominos), en dongeadiferentes estadios
evolutivos. Fue descrito por el cientifico brasilefio Carlos Chagas en el afio de 1909 en Minas
Gerais, después de aislarparasito dePanstrongylus megistu€arlos Chagasultivé el
parasito reprodyo la infeccion en mamiferos y realizobservaciones del curso de la
enfermedad en animales de laboratdi$alazaiSchettinoet al, 2016) Sin embargo
muestrasantigua conservadasuestran msencia de fragmentos de ADN decruzien
momias de Peru deace aproximadamente 9000 afidsfderheideet al, 2004) aunque
podrianasumisemuchos miles dafios mastras
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4.2 Tripanosoma cruzi

Es un protozoario parésito, que adopta diferentes formas dependiendo de la etapa de su ciclo
de vida caracteristicamente presenta un flagelo que utilizan para su motilidad y su simple
mitocondria contiene el kinetoplasto que es una red de ADN extranuclear constituida de maxi
y mini circulos (Simpson, 1987) corresponden al genoma mitocondrial generalmente
localizado cera del cuerpo basal del flagelaxpnémicamente se slifica de acuerdo a la
siguiente imagefFigura 1)

Dominio [Rei_uo ] [ Subreino I] [ Filo l Subfilo {Familia] Género [Especie]

R T e e e

No celular  procariota Fungi Algae Cnidospora Sarcodina Phytomastigophorea  Diplomonadida  |Trypanosomatidae| — Leishmania

(Virus) (Bacteria y

Archaea Plantae Sporozoa Opalinata Zoomastigophorea TTichumunédida
:]Eucariuta Animalia Ciliophora Mastigophora Kinetoplastida
Sarcomastigophoral

Figura 1. Taxonomia dE. cruzi Tomado ddrassiet al., 2012

Evolutivamente T. cruzi adopta varias formas eltivas, distinguéndose 3 formas
caracteristica@Bogitshet al, 2005}

Amastigote:Adquiere forma intracelular, ovoidepn una base flagelggresenta utamario
promediode 1.55 umdiametrq con un nucleo largo y kinetoplasto promineidgta forma
resulta de la diferaracion y divisién por fision binaria del tripomastigote metaciclico una
vez que infecto la célula (Figura 2).

Figura 2. Micrografia electronica de transmision ute
amastigote deT. cruzi n, ndcleo; k, kinetoplasto; m,
mitocondria. Tomado y modifacio deSilvaet al.,, 2007

Epimastigote: Brma caracteristica fusiforme, el kinetoplasto se encuentra en la parte anterior
al nacleo y el flagelo en la parte posterior del parasito con una pequefia membrana ondulante,
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principalmente se le encuentra enrgkestinomedio del triatomino, dondge diferencia a
tripomastigote metaciclico, con capacidad de infectar a mamiferos incluyendo al humano
(Figura 3).

e Figura 3. Epimastigote d&. cruzitefiidos con Giemsa.
\'\,,) J Telmed.org, 2009
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Tripomastigote:Forma caracteristicalargaday fusiforme conocida depar&ito, con un
tamafopromediode 1620 e m de -3l arngodey alncho, present a
ondulante que inicia en el kinetoplagtiocual seubica enla region posterior del ndclep

termina en la regién posterior en un flagelo, estd estructura es soportada por estructuras
tubularegque le ayudan al pas#o a darle forma y flexibilidad (Figura 4).

N
*,\—Mo Figura 4. Tripomastigote dé&. cruzi N, nudcleo; MO,
! membrana ondulante; k, kinetoplasto. Tomado vy
K. modificado deTelmed.org2009

4.6 Ciclo de vida del parasito

El ciclo de vida del parasito inicia cuando un ins€laiatomino ingiere tripomastigotes de

la sangre de un hospedero mamifero infectado (humBst)s posteriormenfgsan hasta

la porcion media del intestinalonde se diferenalaen la formade epimastigote y se
reproduce por fision binariBespués loparasit@son propulsados hacia la porcigosterior

del intestinodonde se diferenciaa tripomastigote metaciclice. Una vez que el insecto
Triatomino infectado se alimenta de la sangre de un mamifero incluido el humano, defeca
cerca del lugar de la @dura La accion mecénica causada por el escozor de la picadura
provocala entrada df. cruzial torrentesanguineoNo obstanteT. cruzi también puede
atravesalas mucosagor undesion preexistent@Rassket al, 2012) Cuandar. cruzialcanza
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el torrente sanguine@uede infectar células reticubmdoteliales y conectiva®\ nivel
intracelular se diferencienamastigotesgjue tienen la capacidad deiltiplicarse por fision
binaria, o en su caso logra diferenciarse en tripomastigote sanguineo. Este ultimo, tras
provocar lisis celular, en su forma libre puetfecta otras células adyacentesgiseminase

por via torrente sanguineo y linfético a otros sitistadtes como corazon, musculo y células
ganglionaregRassiet al, 2010)donde pueden permanecer latentes en forma de nidos de
amastigotes, o ser potencialmente infectaf@&C-DPDx, 2015)Figurab).

Etapa del insecto Triatomino

El Triatomino se alimenta de sangre y
defeca cerca del sitio de picadura, sus
heces contienen trypomastigotes
metaciclicos los cuales entran por
membrana mucosa, conjuntiva o por el

@ sitio de picadura por movimiento @ Trywomastigotes metaciclicos
; penetran en el sitio de la picadura,
mecanico al momento de rascarse

E‘ infectan células y se transforman

> en amastigotes

Etapa en humanos

Los epimastigotes se mueven al
intestino posterior y se diferencian

a trypomastigotes metaciclicos /
El parisito se multiplica @

\ El insecto
Triatomino, se

%—\ alimenta de
e sangre e ingiere

trypomastigotes

El parisito se diferencia
en epimastigote y viaja Q}
al intestino medio o
7 V7
. ”‘ D
’
/

por fisién binaria en las células
le los tejidos infectados

Los trypomastigotes
pueden infectar otras
células en otros tejidos.
Las manifestaciones
clinicas pueden resultar de
su ciclo infectivo.

4 3 A
rS \/ Amastigotes intracelulares se

@  transforman en trypomastigotes
A\ - Etapa infectiva sanguineos, revientan la célula y
= P! entran al torrente sanguineo

A: Etapa diagnostica

Figurab. Ciclo de vida ddrypanosoma cruztomado y modificado dEDC-DPDx, 2015

4.3 Epidemiologia

Se tienen registros aproxin@dde 8 millones de personas infectadas con el parasito en el
mundo yse estima que en paises endémiués de 25 millones de personas estan en riesgo
de contraer la infeccion en los paises endémichsualmente seregistan de
aproximadament&6,000 nuevos casgs10000 muertesLos paises endémicos con mayor
prevalencia sanArgentina, Belice, Bolivia, BrakiChile, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
El Salvador, Guyana Francesa, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Paraguay, Perl, Surinam, UrugugyVenezuela(OMS, 2017) Los ultimos tres, se
consideran los paises de América Latina conamgyevalencia debido a su posicién
geografica sobre @cuadorGascoret al, 2010)

La enfermedad de Chagas un problema de salud publica a nivel mungiaés se han
reportado casos en paises no endémicmanterior se atribuye a un incremento etata
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de migraciéon deersonas infectadasaciaCanada, Estados Unidos, paise&depaentre
los que se incluyeRrancia, Italia, Suecia, Suiza e Inglateteanbién se han reportado casos
de la enfermedad en paises calapony Australiay Espafia. Este Gftio, se considera el
pais europeo que reporta el mayor nungerinfectado$47,00067,000)(Rocaet al, 2011)

En Méxicq se reporta quaproximadamente 1.1 millones de individuos podrian estar
infectados cofl. cruzi(Hotezet al, 2008) La Secretaria de salud registrd 5,559 casos en el
periodo de 2000 a 201Ra prevalenia basicamentéue en personade entre 25 y 44 afios

de a@lady los estados con mayor incidencia fueron Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan,
Chiapas, Guerrero y Jalisdan 2013 con 762 nuevos casos Yy 729 en 2014, las defunciones
registradas fueron 371 la mayoria en los estados de Oaxaca (54.7%) y Guerrero (15.4%)
(SalazatSchettiro et al, 2016) En el Estado de México se documentd la presencia de
anticuerposrl. cruziespecifico en7.1 % de loshumanosmuestreadogn=293 (Estrada

Franco et al. 2006; BarbabeB&ego et al. 2009} pesar de que fue considerado erradicado
enel afio de 1992 (VelazeBastrejd et al., 1992)

4.4 Carga economica de la enfermedad

A pesar de ser una enfezdad olvidadda enfermedad de Chagasuna de las enfermedades
mas costosasya que afecta principalmentea personas jévenes productivpsr las
manifestaciones clinicas digestivas y cardiagas se presentarademas de requerir
tratamientos prolongado y cirugias que involucran la insercibn de marcapaso,
desfibriladores cardiacos y trasplantes de corda@ualincrementa el costdel tratamiento

y como resultadgérdida econdmicaonsiderablgAbuhabet al, 2013) Se estima que
anualmente la enfermedaah solo para Estados Unidos y Cantidde un costo de.¥9
billones de délares al afflambos paisegpresentan un 10 % del gasto tatalvel mundial
(Leeet al, 2013)

4.5 Transmision

La infeccionconT. cruzise transmita humanogrincipalmentgor la mordedurdeinsectos
hematoéfagos, los cles fungen como vectordgl parasito infectant®ertenecen ka familia
Reduviidae, orden Hemiptera (obhes), Subfamilia Triatominae.lgdinas especiese
distribuyeninicamente eregiones selvatas, los cuales se denominan con el mismo nombre
(especgs selvaticasptros debido a la actividad humana e invasion de su nicho ecoldgico, se
han adaptado a los hogaresa las periferias, por o que se raeminan domeésticosy
peridomésticos respectivamente.
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Popularmente se les ha nombrado de distintas m@né&abes comochinche, chinche
besucona, chipo, pito, bananom, chirimacha, chicha, chupéo, chupanca, bicudo, fincéo,
protocd y vinchuca(Carlomagnoet al, 1989) Entre las especies deimportancia
epidemiologicase encuentraritriatoma infestangn Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay,
Uruguay Peru y Chile;Rhodonius prolixugn Colombia, Venezuela y algunos paises de
Centroamérica;Triatoma dimidiataen Eaador, México, América CentraRhodonius
pallescengn Panam@OPS, 2002y T. rubidaen México(Martinezlbarra et al. 2012)

Por su parte México alberga una de las poblaciones de triatbminos mas diversa,
documentadagon 39 especiedDe estasal menos 21 de ellase considerarvectoes
potencialegparaT. cruziy de riesgo paral desarrollo de la enfermedad@eagagTabla 1)
(Figurab).

Tabla 1.Especies de Triatominos de importancia en México

Triatoma barberi T. picturata (Meccus picturatus
T. dimidiata Rhodnius prolixus

T. pallidipennis (Meccus pallidipennis) Dipetalogaser maxima

T. longipennis (Meccus longipennis)  Panstrongylus spp

T. infestans T. gearslaeckeri

T. mazzotti (Meccus mazzotti) T. mexicana

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE PARASITOS
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

L

Triatoma pallidipennis Triatoma dimidiata Triatoma barberi

Figura6. Especies de Triatominos de importanciaM&xico, vectores dd. cruzi Tomado
de(SalazasSchettinoet al, 2016.

Otrasformas @ transmisiérconocidasson:transfusionalpcurre principalmente en lugares
endémicogor falta en el control de tamizagepartir dedonantesnfectados Este tipo de
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transmisiorseha acentuaden Europa por la migracidate personamfectadas provenientes
de varios pees endémicag-umaddetal., 2014)

Otra forma de transmision es ¢angénita (vertical o connatal), ocurre cuafdocruzi
atraviesda placenta de una madre seroposifivagra infectar al embrién o al feto. Por otro
lado, la infeccion también puede dadseante el partadebido al contacto sanguineo con las
mucosas detecién nacido. & estima que en Latinoamérica existen unos 2 millones de
mujeres en edad fértil, susceptibles @d@smitir el parésito al fetdsi mismo, se estiman
15,000 neonatosfectadosen Latinoaméda y 2,000 en Norteaéricacada afo.

La transmisiororal se dgpor ingestion de liquidos o alimentos contaminadosTcamuzia
partir de heces del vect@@amandarobat al, 2002) Por ultimo, otra forma déransmision
espor accidentes de laboratori&ste tipo decurrencia es rarase debe la manipulacion
de parasitosivos (Rassiet al., 2012)

4.7 Fases de la enfermedad de Chagas

4.7.1Fase Aguda

Durante esta fase de la enfermedad,signos y sintomas que preceden panizada del
parsito al huéspedse deben atlesarrollo deuna condicién inflamatori@n el lugar de
inoculacion o en su caso sistémica. lBnches casosocurre edematizacionet papado
(signo de Romafa), el cual se acompafdimfadenopatia, fiebre baja, hepatomegalia,
esplenomegalia, diarrea, espgs musculares, disfuncion respiratoria, coma, coloracién
azulada de las mucosag)lares musculares y articularesunque 70-95 % de los casos
pueden semsintomaticogKowalskaet al, 2011) El cuadro clinico suelaparecede 4 a 10
dias posinoculacion mientras qué geriodo de incubacién puede prolongaragos meses
Posterior a esta fase, ocurre un periodo de reactivacion que conlevasa agudade la
enfermedad de Chagada,cualse caracteriza por una infecciaativa, inflamacion y dafio
al miocardio (Andrade 1983) En este casda miocarditis crénicay la subsecuente
cardiopatia puede aparecer varios afos desipaédrade 1983) En este casla miocarditis
cronicay la subsecuenteardiopatia puede aparecer varios afios despie$a infeccion
(Rassi et al, 2000) Aproximadamente erl% de los casos, si los parasitos atacan
violentamentdos tejidos cardiacos o del sistemavieso central, la infeccion puede causar
muerte subitadel hospedero. Esta condicion ha swmuservadoespecialmenteen nifios
menores de 1 afi@uya causase atribuye amiocarditis aguda, efusién pericardica y/o
meningoencefaliti$Prata, 2001)
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4.7.2 Fase cronica

Cerca del 40% de los individudsfectados al entra en lafase cronica desarrotia
alteraciones cardiacasientras queerca del10% desgaollara alteraciones digestivas y/o
neurologica que resultan en considerable morbilidad y mortaliddds 10 o 35 afios
posterioreOMS, 2017) Esimportante destacar que el dafio causado por el parasito es
irreversible, dejando consecuencias que a memuplosibilitan aos pacientearealizarsus
actividades diarias, y muchas personas mueren en edad prod8dtieaa yDias, 2011;
Silveira, 2011) En el desarrollo de cardiomiopatia dilatad®, asocian manifestaciones
importants comohipertrofia ventricular, indiciencia cardiaca progresivegmplicaciones
tromboemtwnlicas y muerte repentin@ibeiro et al, 2012) Cuando los tejidos del tracto
digestivo estan afectados parcruzj se produce una dilatacion patologica de la luz del colon
y un esoéfago agrandadeondicionesdenominada como megacolon y megaé&go
respectivamenteon lesén gravedel sistema nerviosentérico(Rassiet al, 2010)

4.8 Cardiomiopatia chagdica

La enfermedad de Chagas edrfeccion parasiticgue afecta de formmas severa al
corazén en forma cronicéRassiet al, 2012) El dafio al miocatio por causa de la
enfermedadse clasifica en diferentes etapdsa primera nombrada A en dondes
electrocardiogramas (ECG) sparmales $i ninguna alteraciéha segunda se conoce como

B, en esta etapse presentan algunas anormalidades en los ECG e indican progresion de la
enfermedadTanto en A com® puede haber muerte repentina. En las et@pab, aparecen
sintomas de falla cardia¢Andradeet al, 2010) tempranamente hay fallas en el sistema de
conduccion dektorazon y frecuentemente bloqueo de rama derecha o bloqueo fascicular
anterior izquierdgRibeiro et al, 2013) ventriculo izquierdo segmentar{Barroset al,
2001) y disfuncién diastélicdGarciaAlvarez et al, 2010) con mocarditis en todas las
camaras peasistencia del pasito en tejido cardiacdBenvenuti et al, 2008) lesion
miocardica inmunenediaday trastornosmicrovasculares. iDhas lesiones vansiendo
reemplazadas por fibrosis miocardica interstiffi@rranset al, 1988) adelgazamiento de

las paredes ventriculares, aneurisma apical, destruccion gesaade celulas miocardicas,
edema, infiltracion linfocitica del miocardio y cicatrizacion de la condud€iigura 7)

M. en C. A. y R. N: José Maria Eloy Contreras Ortiz 10



Evaluacion del efecto de la suplertegion del antioxidante astaxantina y la administracion
de la vacuna TcVaclM en ratones BALB/c infectadosTagpanosoma cruzi

Figura7. A, Vista macroscopica externa
de corazénchagéasicocon abultamiento
apical tipico. B, Secciorfrontal con
aneurismaapical y agrandamiento leve
de los cuatr@amaras cardiacaBomado
de(Marin-Netoet al, 2007)

De in 60 a 70 % de los infectados en fase cronica estaran en la fase indeteriainzala

no tiene sintomas clinicos y se caracteriza por positividad a anticuerposTcarriaien

suero, corexamenesadiologicos norrales de pecho, esdfago y colora tadiomiopatia
dilatada es la manifestacion mas severa de laraptiad de Chagas en fase cronidacra

de un 30 a @ % de los pacientes chai@os cronicoscaracterizado por disfuncién
ventricular, falla cardiaca, arritmias, tromboembolismo y muerte nepgiRibeiro et al,

2012) y forma digestiva, como megaeséfago y megacaleriO a 30 afios de haberse
producido la infecciéren esta etapa puede surgir la reactivacion de la enfermedad de Chagas
debido a que los pacientes estémunoldégicamente comprometid@Rassiet al, 2010)

Se sugiere por métodos convencionales y molecularesagpersistencia del paito yla
inflamacion crénica, son responsables del dafio al miocardio en infeccion cronicziao

en lugar de mecanismos autoinregny las anormalidades en la microvasculatura coronaria
y denervacion cardiaca contribuyen a la patogénesis de la lesién ¢Mara&Netoet al,
2007)

4.9 Diagndstico de la enfermedad de Chagas

El diagnédstico de la enfermedad en fase agedbasa principalmente en la deteccion de la
motilidad del tripomastigote por examinacién microscopica de sangre no coagulada o por
gota fresca, tambiése puederealizar unaincion con Giemsgy frotis por gota gruesa.lE
microhematocrito es una buena igpcpor su alta sensibilidad en la deteccion de infeccion
congénita(Rassi et al. 2012)l uso de prueba serologica no es adecuado en fase aguda,
aunque la deteccion de inmunoglobulinas M (IgM) -dnticruzi puede ser usado, sin
embargono esta ampliamente disponible ni estandariZzaddase cronica, la mejor opcion

es el andlisis serologico de inmunoglobulinas de tipo G (IgG) especificas que unen a
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antigenos dé@. cruzi debido a que la parasitemia es l&jatermitente en esta fageigura

8). La prueba de ELISA, inmunofluoresencia y hemaglutinacion indissetdos métodos

mas comunmente usadds PCR no es de mucha ayuda ediagndtico rutinario debido

a la falta de estandarizacide la técnica ya losresultados variables entre laboratorios y
paises, sin embargo debido a su alta sensibilidad podria ser empleado como una herramienta
complementaria a las metodologias actualmente disporiiRéssi et al. 2010; Rassi et al.

2012)

Infeccion aguda de Chagas Infeccién cromica de Chagas
.
7
o
g_ .
@ Periodo de :' "'. - —_— e m—— —
-‘; incubacién -, -
W
: / Anti T. cruzi IgM
&
= — =—— — Anti T. cruzi IgG
7] / s
= C N R parasitemia
- *e
E / -
: / Tiempo
. / »
>
f A
Infeccion

1-2 semanas 8-10 semanas

Figura8. Etapas y tiempo de la enfermedad de Chagas, tomado y modificRdssiet al,
2012

4.10Inmunidad durante la enfermedad de Chagas

La infeccion cor. cruzi, es detectado por moléculas y células del sistema inmoai® y
adaptativo los cuales interactian con proteinas y ADINpdesito y participan en la
resistencia a la infeccigfTarletan, 2007) Aunque la inmunidad contra la infeccion @e
cruzi, dependa criticamente @eslinfocitos T, se ha reportado que las células NK son activas
tempranamente durante la infeccion con tripomastigotds deuzi para la produccion de
citosinas quectivan macréfagosnducen muerte a los parasitos e inducen una respuesta
celular T de tipo Th{Cazorlaet al, 2009)

4.11 Tratamiento

El dnico tratamiento para la enfermedad de Chagas, autorizado por la ON& se2ti#pos
de medicamentosNifurtimox (NFMX) y Benznidazol (BZN) (Nitrofuranos vy
nitroimidazoles)estos farmacos muestrgran variacion en la susceptibilidad del aislado del
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parasito La eficacia del tratamiento antiparasitario es inversamente propara |a
cronicidad de la enfermedade disponibilidad limitada y de distribucion inestable, aunado
a que su administracion estéa asociado con efectos colateraleglsewasskaet al.,, 2011)

y deadministraciérprolongadaademés de que se ha informado resistenciasdedi@sitos

a la quimioterapia empleada en varias regiones de América L(&amandarobat al,
2003) pese a lo anterior, ambos farmacos son los Unicos de probada eficacia con actividad
significativa durante la fase aguda de la enfermedad, con cura parasit@dgierca del 80

% de los pacientes por eliminacion de la parasitRéassi et al. 2000Usualmente se
recomienda en nifios dosis de 5 a 10 mg/kg/dia de BZNOpaia6 o 15 mg/kg/dia de NFMX
por 60 a 90 dias, en el caso de los adultos 5 mg/kg de BZNy&y/kg/dia de NFMX por

60 dias

Los efectos adversos varian entre farmacos, en el caB@Nes muy generalizado algunas
veces dermatitis alérgica localizade intensidad leve a moderada (20 %), neuropatia
sensitiva periférica dosis dependientel(b%), leucopenia y supresion de medula 6sea,
nauseas, vomitos, anorexia, pérdida de pesominio, pérdida de gusto y onisis. Para el
NFMX se ha reportadsintomas gastrointestinales (50 %), que incluyen, anorexia, pérdida
de peso, vomito y diarrea, lefectos adversomencionados para ambos farmasos
menores en nifigRkassiet al, 2009)

Adicionalmente sestandesarrollado nuevosnedicamentos antiparasitarios por ejemplo el
posaconazolioridazinay alopurinol, que han demostrado geotencialesen la cura de la
infeccion porT. cruzien modelo murinosin embargo, los farmacos para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas nmsateresantes para las industrias farmticés y solo 2 farmacos
hanentrado a fase clinica (posaonazol y ravuconazo(leslie 2011)y ninguna vaana
esta actualmente disponible

4.12Vacunas

Desde el dsarrollodela primer vacuna pdtdwardJenneen 1796 contra la viruela humana
latematicade las vacunasa evolucionado drasticamente, en un principio se usaban vacunas
atenuadas partir delpatdogenovivo y atenuadgpor subsecuentes infecciones en cultivo
celularo por métodos fisicos y quimicosstas vacunas son capadesinducir respuesta
humoral (Thl)y celular (ThZphroffet al, 1999)tal comose demostré para vacunas contra

la polio, viruela, tuberculosis, rubeoly varicela Sin embargo este tipo de vacunas
presentabal riesgo de reversibilidad como en el caso de algunas cepas @(@i¢#d, 1998)
Posteriormentese desarrollaronvacunasque empleabarel patdgeno muertanediante
meétodos fisicos y quimicos como en el caso de vacunas contra el colera, tiébatersy
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difteria, sin riesgo de desencadenia enfermedadmostrando unarespuesta Th
principalmente, menosntensa y duraderapero necesithan refuerzo yrequeriande
adyuvantes para pencializar la respuesta inmuneasieriormentee desarrollaromacunas
gue emplen subunidades antigénicas, tatesmo proteinasdel patdégenpribosomasy
lipopolisac#éidos. Esta metodologia fue desarrollgo@ra vacunas contra tosferitpatitis

B, enfermedad neumocdcica e influenza Bodds estos tipos de vacunas son los
denominados vacunas clasi¢hepezet al, 2004)

Por tanto, podemos mencionar que wa&una, es una sustancia producida sebdel
patdgeno, vivo o atenuado, o fracciones proteicas del mismo, capaz de inducir una respuesta
inmune protectora, especifica y duradera conindecciones futurascontra el agente
infecciosoy que sea inocuo

4.13Mecanismo de accidrgeneralde las \acunasclasicas

El objetivo de las vacunas es simular el proceso de primer contacto con el patdgeno e inducir
una respuesta inmurpdtente adquirida y especifica via anticuerpos y células citotoxicas
contra el agente infecciosen caso de tener contactoncél en un futurd), a partir de
determinantes antigénicos y llevar acabo la inmunizaci&@ensibilizacion para generar
memoria inmung aventajar el tiempo natural de la respuesta inmune adquirida, posterior a
la inoculacidn y dependiendo de lda dela misma, las células presentadoras de antigenos
(CPA) tiene contacto con el antigenestas empiezan a secretar citosingsignosinagpara
aumentar la respuesta inmune, posteriormente estas células viajatopené sanguineo
hasta la méula 6seay a los ganglios linfaticos donde tienen contacto con linfocitos B de
memoria y linfocitos T, los cuales seran activados y los primeros sintetizaran anticuerpos
reconoceran y neutralizardos antigenos de la vacuna y también induciran la proliferacién
de las células de memofiRevisado erLopezet al, 2004)

4.14Vacunas de terceraggeneracion

Con el avance de la biologfaolecular, celular enmunologia se desarrollaron vacunas
denominadas de nueva generacibde ADN (Mota-Sanchez, 2009)os cuales emplean
técnicas dela biotecnologia eingenieria genéticapara modificar genéticamente
microorganismos patdgenos a partir de cepas virulentas y hacerlos no patpgptides
recombinantes sintéticos a partir de una secuencia antigénica y predugidacamentey
vacunas genétisaEsteultimo a partir de vectoredsacteriano® viricos(Lopezet al., 2004)

y vacunas dé&DN desnudo, una de sus caracteristicas es que no se adnanistigcula
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inmunizané sno la secuencigenéticaque lo codifica, desencadenando una respuesta
humoral levey celular y ofreciendo ventajas como seguridad (no incluye organismos vivos),
se pueden modificar los antigenos codificados en los plasmidos, menor costo por produccion
a gran escala, estabilidad y vida media m&gbedlock &Weiner, 2000)

El sitio de inoculacin, asicomo en las vacunas clésicas, es un punto determinante para la
induccion de la respuesta inmune exitosa, pues se sabe que solo del 1 al 1@dldel A
inoculadocomo vacunae procesa adecuadamente y expregeltainaReyesSandovak

Hildegun 2001; Huygen, 2005%iendo musculopiel y mucosas las rutaras comunes
empleadas para este tipo de vacunas, pudiendo aplicarse mediante inyeccion directa, por
pistola génica, este ultimo con un porcentaje alto de éxito, debido a que penetra la piel hasta
la capa subdérmica permitiendo la transfeccion diréetlas células blancshedlock y

Weiner 2000; Huygen 2008pmo las células muscuksqueléticay células presentadoras

de antigenos quei bien, estasiltimas soridealespara la activacion de células inmunitarias
mediante presentacion de antigenos, estas células lo pueden tomar de otras células mediante
presentacion cruzad8&rivastava yiu, 2003)

4.15Electroporacion

La electroporacion es un métoéisico que pemite la apertura de poros en la membrana

bajo la influencia de un campo eléctrico las membranas celulares acumulan un potencial
transmembrana hasta que se supera la resistencia dieléctrica de la membrana y se produce un
evento de permeacidbrabicket al, 2001) Es una herramiga quese ha empleado pdia
aplicacion de vacunas géniaasno nuevo método de entrega vacumala region dérmica,
diversos estudios apuntan a que es una buena estrategindo@inuna buena respuesta
inmunoldgica psterior ala aplicacion debido g@ue es una region donde se pueden encontrar
una buena cantidad de gils presentadoras de antigeraemas de que es un método
eficiente de entrega de la vacunarios trabajos recientes reportan que el uso de la
electroporacion como método para libesaa vacuna, potencializa el efecto del mismo,
estimula una respuesta inmune durafdelkarni et al, 2014) y facilita a las células
presentadoras de antigenos (CPA), células de Langerhans (CL) y células dendriticas (CD) su
captacion, ademas de ser poco invasiva y bien toldtatfaolinaraet al, 2015) se ha
reportado quénduce respuesta Thl \nZ.
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4.16Mecanismo de accion de vacunagnicas

La induccion ded respuesta inmunitaria inicia ewho el ADN plasndico penetra laélula

y se trasloca ahucleq donde seinicia la transcripcion los transcritos s mueven al
citoplasma y se traducen.ag proteinas recién sintetizadas entran al proteosoisa
degrada en fragmentos de-B0 amino&cidos posteriormentese transportan al reticulo
endoplasmico y de ahi saculacon elComplejo Mayor de HistocompatibilidaMHC-1),

los péptides afines entran a laia secretoray llegana lasuperficie de la membrana clelu
donde se acoplan con el receptor TcR de los linfocitogotoxicosCD8+. Las protmas
exdgena fagocitadas entrariaendosémyg se dgradan en fragmentos de 25 amirados

y estossevinculancon el MHG2, posteriormente tras la union del compl®|blC-péptido

con la TCR de los linfocitos T, se da la sefialal¢ual esinsuficiente para una buena
respuesta inmunoldgi¢&rivastava & Liu 2003)por lo que es necesaria una segunda sefial
para activar linfocitos CD4+ y CD8previamente la sefial O segcia cuando las CPA se
activan por ciertas citosas preinflamatorias dando como resultado sobreexpresion de
citosinas pranflamatoriasy favoreciendo la presentacion del antigeno inicial por las CPA
en la sefial £n su mayoria células dendriticas (GBYyygen 2005)Estascélulasmigran a

los ganglios linfaticos donde activan a las células TignBadurasuna vez activadas, los
linfocitos T, dejan los gangliosnigran por gradiente dgquimosinase inician su etapa
efectoray secretan sustanciasiéas como las perforinggoducidas polascélulasCD8+ o
inflamatoriasy las interleucinas secretadpor |a célulasCD4+ (Figura9) (Donnellyet al,
2005; Huygen, 2005)

Los linfocitos B se activan, cuando su receptor BcR tiene contacto camtigenos,
producidos por la expresion ggasmidotransfectaddps linfocitos B activados cambian de
isotipo al hipermutar la region variable de las inmunoglobuligaserando clonas cuya
afinidad por un antigeno en especifico es mayor, posteriorfoentiafocitos B se van a
diferenciar a células de memoria o plasmaticas, para continuar con la produccion de
anticuerpogDonnellyet al, 2005; Huygn, 2005)

A pesar de que las vacunas génicas han demostrado ser efectivas en modelo murino, no lo
son tantocuando se prueban en otros mamifedmndela respuesta es dél{Kutzler &

Weiner 2008) Para mejorar la respuestdl igual queen las vacunas clasicase emplean
adyuvantes que potencian el efecto de las vaclimasste caso los adyuvantes genéticos
como las interleucinas (IL) de tipo Thl {ll2, INF9, IL-15 e IL-18) y Th2 (IL-4, IL-10 e

IL-13), asi como ddhctor estimulante de colonias de granulocitos y mono(@dsCShH.

Una nueva propuesta vacunal incluyeusb de proteinas recombinantesadascomo
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refuerzode vacunas génicas para aumelarespuestanmunologica humoral y celular
(Donnellyet al, 2005; Hygen 2005; Kutzler &Neiner 2008)
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Figura9. Mecanismale Accion de una vacuna de ADN. Tomado y modificad@danelly
et al, 2005)

4.17Vacunasprofilacticas y terapéuticas ara la enfermedad de Chagas

El uso de vacunagénicascomo agentes profilacticosterapéuticose presenta como una
alternativa prometedorgarareducir el riesgo de infeccidie la enfermedad de Chagasn

costo relativamente bajo y con posibilidades de alcanzar a la poblacion en riesgo de las zonas
endémicas ynarginadagPlotkin, 2008) Distintostrabajoscon un sin numero de propuestas
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prometedoraban mostradeontrolde la carga parasitaria y aumentdalsobrevida de los
ratones y otros modelos bioiégs infectados coii. cruzi(Tabla2). A pesar de todos los
esfuerzogealizadoshasta ahorayo hayvacunasdisponiblegUrbina & Docampo, 2003)

por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para resojyeblemas

actuales observades la experimentacion con las vacunasukeva generacion

Varios grupos de investigacibn en el mundo han estudiado distintas estrategias en el
desarrollo de vacunae ADN contraT. cruzi(Tabla 2) una de estas es la referentgeaes

gue codificanantigenos de superficidel par&ito, perteneciente a la fala de las
transialidasaseferidas com@&SP-1, ASR2y TSA-1, ya queal inmunizar ratones C57BL/6

y desafialos con T. cruzi mostraron proteccion contra la infecciém un30 a60 %, pero

con poca produccién de anticuerpos y actividad de linfocitogdféxicos Sn embargo
cuando se cadministraron con genes-12 y GM-CSFcomo adyuvanteda resistencia,
actividad citotoxica y produccién de anticuerpos aumentaron, incluidos la sobrevive@ncia
cual fue del 80%, disminuyendmparasiemig inflamacion y dafio en tejido cardia¢Garg

& Tarleton 2002)

Por otra parte, unaecuencia genética conocida como &orelacionada a ASP ha
demostrado que ratonB&LB/c inmunizados con esta vacuna y desafiados condpd.

cruzi, induce la produccion danticuerpos especificos y secrecion de-tFN por par t e
linfocitos CD4+ aumentando la sobrevida de los ratgBescardinet al, 2003) Se ha
evaluado también la participacion de las células T NK contra infeccién inducidflagragi

(cepa Tulahud), para ello ratoredeficientes de CDH deficientesinfectados mostraron

que la ausencia de las células NK no incrementauaceptibilidada la infecciony la
parasitemia la sobrevivenciareportadafue muy parecidaa la de ratones normales.
Posteriormente se determind que las células NK participaban en la inmunidad inducida por
la inmunizacién con la secuencia del gen pTSSA perteneciente a la fantibaslalidasas
(Miyahira et al, 2003) Ademas,la induccion y activacion de estas célutagden tener
efectosadversos, sobre la inmunidad proteatinducida por la vacunacioonon ADN,
posiblemente porque las células NK tienen receptores tipo Toll capaces de reconocer las
células infectadas con parasitos y probablemente las células transfectadas son suprimidas y
por lo tanto, la activacion de la respuesta inmune dismi(Ange-Fonsecaet al, 2015)

Otros antigenos de la familia de laansialidasas involucran a los genes TcSP \SPdYy
proteinas recombinantes nombradas de la misma m&rsecaialesnostraron para el primer
antigenguna respuesta mezclada de tipo Th1/Th2 y para el se¢ppdoduccion déFN-

9, el cualfue detectado tempranamente posterior a la inmunizatighniendounarespuesta
tipo Thl Al infectar alos ratones BALB/c cdn cruzicepa H8, solo los vacunados tuvieron
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disminuciénen el pico de parasitemia y aumerénla sobrevida de b ratonegArce-
Fonsecat al, 2011)

Se han evaluadpor otra parteproteinas antigénicas tal como la cruzipaimaa enzima
secretada por el pasiéio y consideradan factor de virulenciala cual demostrgue la
inmunizacién con esta molécudatimulouna respuestde los linfocitos T citotoxicosITL)
capaz de reconocer y lisar células infectadasTcanuzi(Scnappet al., 2002)

Otros experimentos han probado polisacaridos de la pared bacteriana para eheidana
inmune inducido por la respuesta de plasmidodenominadoP154/13tambiénde las

transialidasaslemostrandalisminucion de la parasitemia, y aantd dela respuesta Th

especificaconcluyendo que el uso de adyuvantes puede mejorar la resppesteccion de
la vacuna de ADNMaussalenet al 2006)

Tabla 2. Antigenos recombinantes empleado como estrategia vacunal contra infeccién
experimental d&. cruzi Tomado de Arcd-onsecat al., 2012

Vector Modelo Respuesta % Antigeno recombinante Refeencia
inmune sobrevivencia
pCMVIUBF3/2 C57BL/6 Thil-1 30-60 ASP-1, ASR2, TSA (Garg & Tarleton2002)
pcDNA3 BALB/c Thl 100 Clon 9 (ASR2) (Boscardiret al, 2003
pCMV BALB/c ND 25100 TSSA (Miyahiraet al, 2003)
pcDNA3 BALB/c Thi ND Dominio catalitico de una  (Mussalem et al., 2006)
transialidasa
pcDNA3.1 C57BL/6 Thl ND TcGl, TcG2, TcG4 (Bhatia & Garg 2008)
pBK-CMV BALB/c Th1/Th2 92 TcSP (Z%allg)adwiméﬂez etal
pBK-CMV BALB/c Thl 75 TcSSP4 (Arce-Fonseca et al. 2011)
pBK-CMV Perros Beagle Thl 100 TcSP, TcSSP4 (Arce-Fonseca et al. 2}
pSCREEN BALB/c Thl ND Cruzipaina (Schnapp et al., 2002)
pcDNA3 C3H/HeN Thl 100 Cruzipaina (Cazorla et al. 2008)
pCMV C57BL/6J Thl 80 LYT1 (Fralish 'y Tarleton, 2003)
Virus Vaccinia  BALB/c Thl 2550 Epitope ANYNFTLV (Miyahira et al. 2005)
pcDNA3.1 BALB/c ND 70 Tcl3 (Garcia et al., 2006)
pCMV4 BALB/cy Thl 75 PFR2 y PFR3 (Morell et al., 2006)
C57BL/6
transgénicos
pcDNA3.1 Ratas Th1/Th2 ND Beta quimiocina (Roffe et al., 2006)
Holtzman CCL4/MIP-1

ND: No determinado

Por otro lado, radiante el uso de la base de datos de secuentiacdezi(El-Sayedet al,

2005)y programashioinformaticos, se pagdirectamente de la informacion secuencial a la
identificacion antigénica objetivo y el disefio de vacyEmatiaet al, 2004) para ello se
idertificaron genes de anclaje de proteinas a través de enlaces GPI o proteinas de superficie
secretadas pdr. cruzidenominadas como TcGlcG8,los cuales son considerados buenos
candidatos para el desarrollo de vacunasparir de la aracterizacion molecat y
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bioquimicase identificéa tres candidatogacunalescG1, TcG2, TcG4ue son secuencias
conservadaen el genoma de las cepaslderuzide importancia clinica. Estos se expresan

en diferentes etapas de desarr@igpomastigotes y amastigoted®l parasito y despiertan
inmunidad en varios hospederos. Los candidatos seleccionados fueron reconocidos por
anticuerpos liticos y células T CB&n ratones infectadgBhatia & Garg2008)

Los antigenos TcG1, TcG2, TcG4 clonados en plasmidos de expresion y los adyuvantes
genéticos 112 y GM-CSF, ya fueron probados en modelo muridonde se observo
aumento de la supervivengiadisminucion de la&arga parasitarian ratones inmunizados

con una respuesta inmuasociada unperfil de isotipogiominantdgG2b/IgG1, dondelos
nivelesddFN-o, de f act or al(d@NF) asiecomo desinfilsadd inflamatorio en
corazoén fueron disminuidd&upta & Garg 2010; Bhatia & Garg2008)

Nuestro grupo de investigacién ha propuesto varias estratagiasalegxperimentales con
antigenos TcG2 y ToBy adyuvantegienéticoen perros infectados cdn cruzi Lavacuna
TcVacl (TcGl, Tc&, TcH) y citosinas comolL-12 y GM-CSF, elicitaronuna respuesta
especifica contra el antigeno y eldsito con un perfil IgG2>IgGImostrandaontrol de la
parasitemia sin embargo no contmdlla carga parasitarig se presentdmoderado dafio
cardiacocomparado colos perros nwacunadogAparicio-Burgoset al, 2011) Un estudio
similar se realiz6 un afio antes con la vacioMac2(TcG1, TcG2, TcG4, 112 y GMCSF)
masrefuerzo de proteineecombinantecon Ies mismos antigenos y citosinas ratones
C57BL/6infectados corT. cruzi (Silvio X10/4), se reportd que en este estudio, la vacuna
indujo una fuerte respuesta de anticuerpos antigapedico (IgG2b>IgG1) y un nivel
moderado de proliferacidinfocitaria enlos ratonesy elicité una respuesta sstancial de
células T CD8+ asociadas con citosinas tipdFlN-o  KNF-U ,controlando la carga
parasitaria en fase aguda, en fase crénica la respuesteo persistencia de anticuerpos
(Guptay Garg 2010)

Recientementenuestro grupo de investigaciorha adoptado una nueva estrategia de
administraciony entrega de la vacunkcVacIM a partir de la técnica de electroporacion
aplicadantradérmicanente los resultados demuestran gliépo de administracion vacunal
induce una buengespuesta inmune contra el @, por altos titulos de anticuerpos para
grupos de ratoneBALB/c vacunadosmostrandoun cambio de perfil inmunitario de Thl
(IgG2b/lgG1>1) a Th2 (IgG2b / 1IgG1 <1) (Hegatassan, en proceso).

El uso terapéutico dasvacunas de ADN contila enfermedad delagagpodria mejorar la
efectividad del tratamiento actuwabsi proporcionar un mejor pronéstico para el pacignte
edas vacunas para uso terapéutico no han demosfactos toxicos.

M. en C. A. y R. N: José Maria Eloy Contreras Ortiz 20



Evaluacion del efecto de la suplertegion del antioxidante astaxantina y la administracion
de la vacuna TcVaclM en ratones BALB/c infectadosTagpanosoma cruzi

Las vacunas de ADN profilactico o terapéutimn demostrado que reducen la duracion y
los signode la fise aguda, mientras quela fase cronica se lilisminudo la gravedad del
dafio cardiaco y por tanpoolonga la vida de los pacientéérce-Fonsecaet al, 2015) Sin
embargo pese a todo lo desarrolladios métodos clasicos ¢ge nueva generaciéen el
desarrollo de vacunasstan lejos de estimular uadecuadaespesta inmune protectora
efectiva.

4.18Estrés oxidativo en la enfermedad de Chagas

Otro factor detectado como respuesta a la infeccion y desarrollo de la enferm€tiadaie

es el estrés oxidatiygenerado por la alta produccion de radicales ljlop@s sormoléculas

guimicas que en su estructura atémica presentan utrG@leimpar en el orbital externo
dandole una configuracion espacial que genera gran inestabilidad y readGhdatian &

Chauhan, 2006y quefueron descubiertasn 1900 por Moses Goeml{étenderson, 2000)

Para alcanzansestabilidad electroquimica necesitan sustraer el electron faltantéibenm
o0 molécula méas cercana, pero si no es controlado, puksdEmcademauna reaccion en
cadena.

Los radicales libresom de vida corta(milisegundos) y se producen por difeemnt
mecanismos metabdlicos normales entre los que se encuentra la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones y las reacciones de oxitkawitin,

como productos Especieg&tivas de Oxigeno (ERs irdnico pensar que el oxingeun
elemento indispensable para la vida, bajo ciertas condiciones tenga efectos deletéreos y
nocivos para el cuerpo humano (revisadoLeho et al, 2010, existen otras molécuda
pertenecientes al grupo de los radicales libres, conocidos cespecies reactivas de
nitrogeno (ERN)gspecies reactivas @toro (ERC),las principales especies reactivas del
oxigeno & muestram continuacionTabla3):
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Tabla 3. Principales radies libres presentes en estrés oxidativo

Radicales libes Descripcion

O, anion superdido  Estado de reduccién de un electrén def@madopor reacciones
de auteoxidacién y por la cade de transporte de electrones,
esreactivo, pero puede liber Fe+ de las proteinas de hiesr
azufre y ferritinaDismutapara formar HO, espontaneamente
por catdlisis enzimatica y es un precursaoaa formacion de OF
catalizadgoor metal.

H.O,, Perdxido de Estado de reduccion de dos electronesnado por dismutacid

hidrogeno de Q. 6 por reduccion directa dexOSoluble en lipidos y por |
tanto capaz de difundir a través de las membranas.

OH, Radical Hidroxilo Estado de reduccion de tres electrones, formado por reacci
Fenton y descomposicion de rpeinitrito, extremadament

reactiva
ROOH, Hidroperoxido Formado por reacciones de radicales con componentes cel
organico tales como lipidos y nucleétidos
RO, radicales peroxi, Radicales organicos centrados en el oxigeno. Las $dipidicas
alcoxi y ROO, participan en las reacciones de peroxidacion lipidica. Producir

presencia de oxigeno por adicion de radicales a enlaces do
por extraccion de hidrégeno

HOCI, acido Formado a partir de 4@ por la mieloperoxidasa. Lipidaeslubles
hipocloroso y altamente reactivos. Oxidaroteina, incluyendo grupos tiol

amino ymetionina

ONOG, peroxinitrito  Formadodereaccién entre ©y NO. Lipidos solubles y similare
en reactividad al acido hipocloroda protonacion forma el 4cid
peroxinitoso, que puede sufrir escision homolitica para for
radicales hidroxilo y di6xido de nitrégeno

Tomado y modificado de lobet al, 2010

Los radicales libreparticipan en eventos fisiolégicos corfeorespuesta inmunéncluso,
estas moléculas son uttdos @ fagocitosis, metabolismo de acidos grasos insaturados y
reaccion inflamatoria(Abd Ellah, 2010) favorece también la sintesis de colageno,
prostaglandinas, activa enzimesla membrana celulaistema citocromo p450disminuye

la sintesis de catecolamas(Liu et al, 1999) Por otra parte se ha reportado dfagorecen

la quimiotaxis,generadogie formaenzimatica yno enzimaticareaccionartambiéncon
conmponentes organicopor factores como: la contaminacion ambiental, la exposicién a
radiaciones ionizantgsayos X, gaxma), el tabaco, los medicamentos, los aditivos quimicos
en alimentos procesados y algunos xenobidticos como pesticidas, herbicidascigldgngi
(Finkel & Holbrook, 2000)
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En condiciones normales, la produccion de RL es estabilizado por la defensa de
antioxidantes endogendgkightfoot et al, 2006) Cuando el nivede radicales libres, no
puedeser controlado por los antioxidantes enddgenos, se gerestaésl oxidativqdEO), el

cual es un desbalance en la capacidad de los antioxidantes de controlar la produccion
excesiva de los radicales libres, estos niveles altos de EO puede dafiar ¢ejidiar
proteinas, lipidos y acidos nucleic{Schallreuteret al, 2007) y pueden cotribuir a
patogéneside enfermedades cardiovasculares, hipsit&, ateroesclerosis, restenosis, falla
cardiaca y complicaciones vasculares diabéti@siendling, 2004) artritis, lupus
eritematoso, enfermedades isquémicas, enfisewerasl gastricas, hipertensipneclamsia,
Alzheimer, Parkinsory distrofiamuscula(Stefaniset al., 1997)

Reciente evidencia sugiere que el dafio por estrés oxidativo sostenidsoesdacon la
evolucion de la enfermedad de Chagas, en donde procesos patolégicos cronicos e inflamacién
cronica, este ultimo muy relacionado con el, Bprobablemente fendmenos que no se
pueden separdHensleyet al., 2000)pueden permitiel desarrollo delteraciones en el
estatus antioxidatiyael imbalanceedox y estrés oxidativy posiblementgarticipar en el
desarollo de la cardiomiopatia chagjéa.Dado que muchos parasitos son aerobios, utilizan

el axigeno molecular como aceptor de electrones en oxidaciones productoras de energia, por
tanto, el oxigeno molecular es la principal fuente en la generacién de radicales libres.

Durante el curso de la infeccién plarcruzj las ROS pueden producirse conoogecuencia

de la destruccion tisular causada por secreciones toxicas de parasitos, reacciones citotoxicas
inmunomediadas y dafio secundario a las mitocondidascuales liberaproducciénbaja

pero constante de anion superoxig@uptaet al, 2009) En estuibs experimentales, la
infeccién porT. cruzihasugerido iniciar la formacién de ROS a través de la estimulalgién
mediadores inflamatoriosomqg citoquinas yguimiocinas, que conducen a una explosion
oxidativa de células fagociticas.

4.19 Antioxidantes

El término antioxidante fue referido en principiocomo moléculagjuimicas que prevenian

el consumo dexigenoy no fue hasta finales del sigkdX y principios del siglo XXcuando

se empled para procesos industriales importacdeso prevencion deal corrosién de
metales, vulcanizacion de bandas y polimerizaciéecddéeqMattill, 1947) Posteriormente

se empled como producto para prevenir la oxidacion de &cidos grasos insaturados, para evitar
la rancidezZGerman 1999) pero no fue hasta el descubrimiento de las vitaminas A, Cy E
gue revolucionaron el campo y su participacion en organismos (Wnaght, 1998)
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Los antioxidantesm) molécula queestabilizn a un radical libre, al ceder el electron que le
falta y el cual lo hace inestablg por tanto detiene, retardaimhibe laoxidacion y la
produccion ddos mismos(Avello y Suwalsky 2006; Valenzuelay Pérez,2016) Estas
moléculas estan presentes a nivel celular de forma enddgdoacionan como un
mecanismo propio de dmisa contra los radicales libres, cosechando radicales,dibonan
hidrégenos, donando electrones, descomponiendo pespjidobiendo enzimasactia
como sinergista, 0 como agente quelador de mgfaleset al, 1988)

Se han propuesto dos mecanismos de accion para los antioxidaetggimermecanismo,

el antioxidante al donar un electrés capaz de escindir la estructded radical libre, el
segundomecanismo involucra laremocionde iniciadores de especies ROS y RNI por
catdlisisquelante de la cadena inicialn Bistemas celulares vivo, los antioxidantes
biolégicos donaelectrones, quetdones metalicos y reguida expresion de genes (revisado
enLoboet al, 2010)

Los antioxidantesle manera clasicae han clasificado en dos tipos: enziméticos y no
enzimaticogTabla 4).

Tabla 4. Antioxidantes enzimaticos y no enzinagic

Antioxidantes enzimatico Caracteristicas

Superdxidadismutasa (SOD)  Catalizan la ruptura de ;Qy H.O,, en humanos tre
formas estan presentes SOD1 (contiene cobre y zin
un dimero localizado en el citoplasma, SQie2ocaliza
principalmenteen | mitocondria y SOD3 (contien
manganeso coobre 'y zinc) es localizado
extracelulamente.

Catalasa Descompone D, a oxigeno y agua, esta presente

todas las células y en mayor concentracion en higac

Sistema glutation Catalizan peréxido de hidrogeno a hidroperoxi

Glutation reductasa organicoscontiene 4 cofactores selenio y es abunda
Glutation peroxidasa en higado

Glutatiéon transferasa
Antioxidantes no enzimatico:

Vitamina C Se mantiene en su foameducida por el glutatn, puede

Acido ascérbico ser catalizado por ladisulfurasomerasa y ¢
glutaredoxina, neutraliza el,8,.

Glutatiéon Péptido que contiene cisteina, funciona cc

antioxidante porque su grupo tiol puede ser reducit
oxidado, mantenido en surfoa reducida por la Gp»
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participa en proceso homeostatico pananener el
estado redax

Melatonina Hormona con propiedades antioxidantes, es

N-acetil-5-metoxitriptamina antioxidante terminal porque una vez oxidawb se
reduce a su forma anterior

Vitamina E Antioxidante liposoluble, reacciona con radicale

Tocoferol |l i p2dicos, p r o dowiferoles ry puede
ser reducido por ascorbato o retinol

Acido Urico Representa aproximadamente la mitad de la capau

antioxidante del plasma

Por otra parte existeantioxidantes exdgenog,quepodemos encontran la naturalezan
una vasta cantidad de productos de origen animal o vegetal y poderogmralas en
nuestradietadiaria (Tabla § (Duthie & Crozier 2000; Avello & Suwalsky 20Q06)

Tabla 5. PrincipaleAntioxidantes enzimaticoso enzimaticoy su fuente

Antioxidantes exdgenos Fuente
Vitamina E Aceites vegetales, germen de trigo y de maiz,
almendras, avellanas, girasol, frij@ doya, nuez,
mani, pimenton, apio, pollo y pescado.
Vitamina C Citricos,guayaba, mango, kiwi, fresa, papaya, mor:
pifia, tomate, verduras de hojas verdmliflor,
brécoli, pimentdn yechuga
Carotenoides dacaroteno
Verduras y frutas amarillas y amajadasyerduras
verde oscuro
Alfacaroteno
Zanahoria
Licopeno
Tomate
Luteina y zexantina
Verduras de hoja verdberocoli.
Xantofilas Astaxantina
Camaronjaiba, langostasalmon
Isoflavonas, &cidos fendlicos Frijol de soya

Polifenoles, catequinas Téverde, té negro
Esteres fendlicos Café

Acidos fendlicos, polifenoles Vino tinto

Acido carndsico, acido rosmaricc Romero
Bioflavonoides, chalconas Citricos y otras frutas
Quercetina, camferol Cebollas

Polifenoles Aceitunas
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4 20Astaxantina

Es uro de los antioxidantes mas potentes conocidos hasta ahora, es aarotetmide
liposoluble @ color rojizo cuyo nombrguimicoes3 , -@itbdroxi-b , -Gafotened , -didng
pertenecal grupo de las xantofilg@gnolécula oxigenada)A nivel molecularpresenta una
estructura linea|CaoHs204), con dos anillos funcionales ceto @mextrem@ues contiene 2
moléculagde @ de ahiquederiva su nombrdjene un peso molecular de 596.8 (Bayura
10). Estructuralmenteiene similitud con algunos otros antidantes de la mismiamilia
como lo son la zeaxanthinacaroteno, luteinay la cantaxantingFigura 12. sin embargo,
la diferencia radica en la presencia de los oxigen@siamhente mencionaddq&uerinet
al., 2003; Husseirt al, 2006; Algatechnologie2010).

FiguralO. Estructura molecular linear de la astaxantina

La astaxantinase puede encontrar de forma nat@alalgunas frutas rojas, flores, carnes
rojas, plumaje de algunas avesmo los flamingos y codornicesongos microscopicos
comola especi€’haffia rhodaimay en animales marinos como los crustaceos, entre los que
destacan los camarones, jaibas y langostas, pero el principal productor es el alga marina
Haematoccous pluvided (Figura 11)(Kobayashiet al, 1991) Sualta producciérde ASTX

es de interés comercidghe ha estimado que el contenide astaxantina en el hongo
rhodozimasuelealcanza 0.4 mg/g de masa seca, mientras iqupluvialises de 50 mg/g de

masa sea (Johnson & Schroedet995) en la primera especie la ASTX aparece de forma
libre, mientras que en la segunda siempre es encontrado é&sisrgRenstrom, Borch,
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Skulberg, & Liaaernlensen, 1981)del cual70 a 80 % esta presente como monoester,
mientras que el 280 % comaliester

Figura 1. Distintas etapas déaematococcus pluvialisn laproduccion de ASTXtomado
de Algatech, 2017.

Astaxantina
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Figura R. Estructura molecular de distit@arotenoides, tomado y modificadoSteheer

2008
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A nivel molecularla ASTX se caracteriza porgue tiene la particuladidiz insertarsenla
membrana celular de manera transversal, lo que le confiere su potente capacidad
antioxidante el cual es varias vecemayor al del b-caroteng zeaxantina, luteina,
cant ax a ntodofara (vitapina EX$himidzuet al, 1996; Kurashigest al, 1990)

(Tabla 6),debido a que losmdlos de la ASTXquedan expuesto en ambas caras de la
membran&elular(intra y extracelular)a diferencias detros antioxidantes como la vitamina

C, la cual solo qued@&xpuest en la membrana externel b-caroteno, que se inserta de
manera perpendicall en la parte interna de la membrana celular y solo atrapa radicales
internos a la membrana y cercanos a ella en la parte externa @lyliaa 13 (Goto et al.

2001)

Extracellular Fluid
(Cell exterior)

Membrane
Protein

Polar Head
(Hydrophiliic)

Fatty Acid tails |Lipid

(Hydrophobic)

Polar Head
(Hydrophillic)

Cytoplasm
(Cell interior)

Figura 3. Disposicion déa ASTX y otros antioxidantes a nivel membrana celtlamado
deAlgatechnologies2010

La astaxantina (ASTXgs un potente antioxidant@wabayashiet al, 2009; Gotoet al,

2001) con propiedad antnflamatorias (Park et al, 201Q e inmunemoduladoras, ha
demostrado contrarrestar el estrés oxidativo causado por otras enfermedades al corazon y
contribuir a prevenir el dafio causado por la oxidacid@seacélulas cardiacg$assett &
Coombes2012) manteniendo la salud cardiovascular en géneraostrando un efecto
cardioprotectofNakaoet al,, 2010)

Por otra parte se ha demostrado que el antioxidante Astaxantina tiene aplicaciones muy
importantes en la industria alimenticia, cosmética, y nutrici@®aérinet al, 2003)ya que

se ha reportado que su ingesta como carotenoide puede ayudar a prevenir y combatir varias
enfermedades en el humafitusseinet al, 2006)mantener la salud visual, cardiovascular,

del sistema nervioso, rendimiento muscular, hipertensién, ulcera gastrica e incluso como
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agente antcancer (Revisado exlgatechnologies2010, esto debido a que los carotenoides
como la ASTXson potentes antioxidantes biologicos, que puede absorber la energideexcit

de un singlete de oxigeno dentro de la cadena del carotenoide provocando la degradacion de
la molécula carotenoideasipreviniendda aparicién de radicales libres que pueden causar
dafoalas células de lojidosde tejides (Naguibet al, 2000)

Tabla 6.Capacidad omparativa de la ASTX y otros carotenoides para eliminar radicales
libres Tomadoy modificadode Algatechnologies, 2010

Sistema experimental Carotenoides Tasa de actividad de | Referencia
ASTX
Solucion quimica b-caroteno x1.5 Terao 1989
Zeaxantina x1.5
Cantaxantina comparable
Zeaxantina X2 Miki 1991
Luteina x 3.5
Cantaxantina x2.5
b-caroteno x 4.5
Vitamina E x 100
Proteccion contra Licopeno X2 Barros 2001
oxidacion lipidica en Vitamina E X2
liposomas
Cantaxantina x 3-10 Rengel 2000
b-caroteno X2 Goto 2001
b-caroteno X 6 Naguib 2000
U-caroteno x 2.5
Licopeno x3
Luteina x3
Proteccion contra la b-caroteno x4 Palozza 1992
oxidacién de lipidos en Cantaxantina comparable
microsomas de rata Vitamina E compaable
Proteccion contra la Vitamina E + potente Nishigaki 1994

oxidacion de lipidos en
microsomas y érganos
de ratas

4.21Biodisponibilidad y farmacocinética de la astaxantina

La ASTX es insoluble en agua y el nivel de esterificacion deterta facil absorcion o no

en el sistemaligestivo, esambién muy sensible a oxidacion cuando la ASTX se encuentra
libre, sin embargp la forma esterificada obtenida eH. pluvialis muestra alta
biodisponibilidad y potenciaEn cuanto a la farmacocinéicson pocos los estudios
referentes, sin embargo, se ha observado que la absorcion de la ASTX es similar al proceso
de captacion, transporte y liberacién de los acidos grasos, debido a que es una molécula
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liposoluble.La astaxantina se incorpoaajuilomicrones y se distribuye entre lipoproteinas

de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y se transporta a los tejidBs ha observado que a las pocas horas de
ingerida la ASTX, alcanza su pico sndlto erplasma, sélistribuye en todos los tejidos, pero

se ha visto una mayor concentracion en higado y es capaz de atravesar la barrera
hematoepefdica en humanasEn avesse ha detecado altaconcentracion en intestino,
seguida por grasa subcutanegasa abdominal, bazo, higado, corazén, riiidn y piel
(Algatechnologies 2010)a ASTX seelimina relativamente rapim, se ha registradona

vida media promedio de 15.9 horas y altascemtraciones ingeridas de A% Tose reflejan

en concentracionedtas en plasma, no se almacena en tgmioperiodos largos por lo
menos en humanosaygunos reportes indican que el 64% de la AgIg¢€ridase secreta en
heces, la ingesta de cantidades de ASTX que van de 1 hasgkifidia no hareportado
efectos adversos en human@svisado enGuerin et al, 2003; Husseinet al, 2006;
Algatechnologies2010)

4.22 Astaxantina, respuesta inflamatoria y sistema inmune

Varios reportes mencionajue la ASTX mejora de la respuesta inmune mediada por células,
especificamente paedgunosrepores referentes a la provitamina A y astaxantina, donde se
menciona que pueden prevenir la inflamacién por bloqueo de la expresion de genes pro
inflamatorios debido a laupresion del factor kappaB (NFB) , tambi ®n se
inhibicién de ON prostaglandina E2 (PGE2) y las cittas TNFU lle-1  Bn.otro estudio,

en ratas con uveitis inducido por lipopolisacar@mreportéque la ASTX induce efecto de
supresion de laflamacion ocular de manera dosis dependiente, por supresiiN,d@GE?2

y produccion de TN por bloque directo @ la actividad de la ON sintasa. Por otra parte,

un estudio de células mononucleares de sangrépeaifen pacientes asmaticomstro gie

la ASTX puede suprimifa activacion de las células, Tespuestaquiparable a algunos
antihistaminicosy por ultimo se hademostado que la ASTX es capaz deisminuir la
inflamacion gastrica asociadan la respuesta inflamatoria inducida por infecoo@m
Helicobacter pylorirevisado erHusseiret al, 2006; Gueriret al, 2003; Algatechnologies
2010) Por otra parte se sabe quarladulacion inmune tiene como objetivo restablecer el
equilibrio entre los diferentes subconjunties células T, de modo que se suprimen las
respuestas perjudicialggoducidas por estrés oxidativo y otros factores, varios reportes
indican que la ASTX, puede modular el sistema inmune, por estimulacién de la proliferacion
delinfocitos T y produccién dénmunoglobulinas en célulae bazo, incrementa la actividad

de las células NK y subpoblaciones de células TRaket al, 2010) un estudio enélulas
sanguineas humanagemostré que la ASTxcrementa la produccion de IggM e 1gG

como respuesta a astilo célula Fdependiente (revisado éitgatechnologies 2010)
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4.23Astaxantina, antioxidantes y enermedad de Chagas

Varios trabajosn vitro han reportado que los antioxidantes provenientes de algunas plantas
podrian tener efecto sobre la viabilidad de distintos paragtoejemplo se ha observado
gue el extracto dela planta Tecoma mollistiene atividad contraleishmania donovani
(AbdelMageed et al. 2012nl igual que el extracto deornus floriday que ademas tiene
actividad contr@&lasmodium falcimarur{Graziose et al. 20123e ha reportado ademas que

el extractoetandico de las hojas dArrabidaea triplinerviamostré actividadn vitro contra
tripomastigptes deTrypanosoma cruzjLeite et al. 2006)de igual maneraiterpenos de
Dracocephalum komarownostro ser urpotente tripanomicida que evita la replicacion de
amastigote vitro (Uchiyama et al. 2005y mas recientemente se observé que flavonoides
presentes en el extracto de la plavitaringa oleiferainduce muerte arypanosoma brucei
(Ukachi et al. 2015)

Tal como se mencioné con anterioridad, seléraostrado efecto benéfico tras la ingesta de
antioxidantes como la vitamina E yil@luidala astaxantine@n exfermedades como cancer,
ParkinsonAlzhéimer, inflamacion cronica y enfermedades cardiovasculares por el potencial
de estos en mantener la homeostasis contra dafio de las ERO y proteger al tejido contra la
peroxidacion lipidicgBrigeliusFloheet al, 2002; Padayattgt al, 2003)

Como se mencion6 anteriormenteyahte el desarrollde la enfermedad de Chagas, el
corazon del hgeedero esta expuesto a invasihareplicacion del pasito, alas reaciones
citotéxicas del propio sistema inmugepor tanto strés oxidativo, el cual es causado por
altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos a partir de la estimulacion
de mediadores inflamatorios (Citocinas y quimiosinas), lo que dasgm y muerte de
cardiomiocitos dichas lesionepuede contribuir al dmrrollo de cardiomiopatia chasi@a

(Wenet al, 2008; Weret al, 2006; Gupteet al, 2009)

Pocos estudios han reportado el uso de antioxidantes exogenos durante la fase aguda de la
infeccidn conr. cruzj la mayoria de ellos evaluan el efecto de antioxidantes en efay@ac

de la enfermedad de Chagas y su efecto en el desarrolbp cerdiomiopatia dilatada
chagasica. & ejemplo, se ha demostragoe la terapia de antioxidantes como la vitamina

E y C disminuyen los niveles de radicales libres (RL) y estrés oxidaivciado con la
enfermedad de ChagéRibeiro et al. 2010; Macao et al. 200@)otegiendo al miocardio y
controlando la evolucién a cardiomiopatia chaga@an et al. 2010)

Solo un estudio ha evaluado la inmunizacion con una vacuna recombinante compuesta de
plasmidos con los fragmentos antigénicos TCG2 y TcG4 y de @netd-12 y del GM
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CSF, nas refuerzo de proteina en ratones infectadod coruzique sobreexpresaba®GPx,
determinado que laGPx protege de la patogénesis chagasica del corazon, demostrando
arresto de la persistenqgiarasitariaen fase cronica, reduciendt inflamacion yel estrés
oxidativo. Se observé ademés que la estrategia vacooatrolo la miocarditis y la
remodelacion cardiacausadogpor la enfermedad de Chad&uptaet al, 2015)

Por todo o anterior, estamos interesados en evaluar el posible efecto que tendria el
antioxidante astaxantina ehcultivo de parasitos y en la suplementacion de la misma en
ratones BALB/c infectados experimentalmente cbn cruzi cepa NINOA (Tcl) e
inmunizados co la vacuna TcVaclM y evaluar si la estrategia Astaxantina/TcVaclM
muestran efecto positivo en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los farmacos antthag&icos utilizadosy aprobados por la OMS no son completament
efectivos, ya que producen efectos secundarios adversos y la eficacia de estos farmacos
dependen de la edad del paciente, de la cepa del parasito y la fase de la enfermedad. Por otro
lado, no se ha desarrollado una vacuna que produzca inmunidad eg@rittanto, es
necesario encontrar tratamientos terapéuticos y profilacticos mas efectivos.

Se ha observado que los antioxidantes contribuyen a mantener la salud del corazon,
reduciendo niveles de estrés oxidativo, pero no se ha probado su efecto sohftesan
infectados cofl. cruzi,por lo que seria interesante evaluar los efectos del antioxidante sobre
la salud cardiaca en animales infectados y en animales vacunados e infectados
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6. HIPOTESIS

Un tratamiento profilactico y terapéutico basadpl@ aplicacion de una vacuna génica
(TcvacIM) y un antioxidante (astaxantina) actian de manera sinérgica para controlar la
proliferacion parasitaria, asi como para reducir los dafios ocasionados en tejido cardiaco de
animales (ratones BALB/c) infectadospeximentalmente conf. cruzi
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7. JUSTIFICACION

A pesar de los logros alcanzados en materia de control vectorial, prevencion y tratamiento de
la enfermedad, la Tripanosomiasis Americana sigue siendo un serio problema de salud
publica en paises endémgcy algunos paises donde la enfermedad es exotica, ya que afecta
a alrededor d8 millones de personas a nivel mundial y méas de 25 millones de personas estan
en riesgade infeccién ademas de que se estima que 50,000 persenagectan y 10,000
mueren aualmente por este padecimiento.

Portanto,se requieren, esquemas terapéuticos mas efectivos, eficientes, menos toxicos

y de bajo costdUna alternativa que podria aumentar la eficacia de la inmunidad protectora
de los antigenos vacunales candidatoselesiso de la ASTX, por sus propiedades
antioxidantes, inmunmoduladorasy por ayudara mantener la saludardiovascular en
generakuando es incluida en la dieta

Este sistema podrietenekl ciclo bioldgico deT. cruziy beneficiara lapoblacion hmana
afectada de laggiones endémicake nuestro pais y de Améritatina
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8. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ASTX como un elemento coadyuvante en la respuesta
protectora contra una infeccién experimental delrypanosoma cruzen ratones
BALB/c vacunados con TcVaclM

8.10BJETIVO PARTICULAR

1 Evaluar el efecto de la ASTX en cultivos Tecruziy de células VERGn vitro.

Evaluar el efecto de la ASTX solreltivo de células/ERO infectadas coil. cruzi

1 Determinar el porcentaje de viadiid deT. cruziy células VERQIn vitro post
tratamiento con ASTX

1 Determinar los niveles de parasitemia, porcentaje de sobrevida, cambios
macroscopicos y microscopicos de corazén y bazo de los ratones inmunizados con
TcVaclM, infectados com. cruziy sugementados con ASTX.

1 Determinar niveles de estrés oxidativo y respuesta inmune humoral en suero de
ratones inmunizados con TcVaclM, infectados Torruziy suplementados con
ASTX.

=
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9. MATERIAL Y M ETODOS

El presente trabajo se realiz6 en el laboratde biologia molecular bioteriodel Centro de
Investigaciones y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), de la Facultad de Medicina
Veterinaria y ZootecnigFMVZ) perteneciente a la Universidad Autbnoma de Estado de
México (UAEM). El CIESA se localia en el kildmetro 4.5 de la carretera Panamericama

su tramo TolucgAtlacomulco.

La estrategia de investigacion consta de 2 pdrtestro e In vivo

9.1Estrategiain vitro

9.1.1Cultivos de células

Se cultivarm a confluencia células Vero (ATCCCL-81) en botellas T255arsted, USA
con DMEM (Gibcq USA) a 37 ° C, 5 % Cg) 10% SFB (Suero Fetal Bovindg}ipco, USA

y penicilinaestreptomicina 1% (Gib¢dJSA). A los cutivos celulares se les realipasajes
cada tercer dia por tripsinizacién dei@alo a protocolos publicad@SontrerasOrtiz et al,
2017) En breve: a la monocapa se le et medio y se lavéon PBS 1X Gibco, USA
mediante movnientos circularese retirdel volumen @ lavadose incubaroron 1 mLde
tripsina al 0,25% Gibco, USA, y una vez que las células ya no estabaocladas a la
superficiese colectaron y lavaron con 1 ml de PBS y semés6 en una nueva placa 20%
del volumen total recolectado en medio de cultivo DMEM suplementadoles permitié
crecer a un porcentaje del 60% de confluencia.

9.1.2Cultivo de parasitosTrypanosoma cruzcepa NINOA en linea celular VERO

A patrtir de citivos preservados dE. cruzj cepa NINOA(TC1) (amablemente donado por

el Dr. Pedro Reyes, del | nsti t u,fueronNisados o n a |
para infectar monocapae células Vero. &a ello un criovial dparasitos, se descongelo

por pipeteo con DMEMomplementady la suspension dearasitose centrifug@n un tubo

de 15 nh a 2700 rpm por 7 minutose retir0 el sobrenadante y se resuspendieron en 1 mL

de medio frescy se coloceon en una botelld25 (Sarsted, USAgon cultivo decélulas

VERO con unaonfluencia del 60 %, se incubé entoneel7 ° C, 5 % C®y humedad
saturada, se realiztambio de medio cada tercer dia con DMEM 2% SEB penicilina
estreptomicingManningCela et al. 2001)
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9.1.3Cosecha de parésitos del cultivo celular

Los parasitos fueron cultivados de 1 a 2 semanas en monocapa de células VER®, cuand

estosempezaron ésar las célulagfectadasel medio con parasitdibresfue colectado en
tubos conicos estériles de 18.ny se centrifugeon a 2700 rpm por 7 min Sedesechcel
sobrenadantpor decantacion gl pelletse resuspernal con 1 ni de medo DMEM. Los
parasitosfueron contados usando uremocitometroy el numero fue ajustado a las
necesidades de cada experimefdotal estimado(0 ) de parasitos contados obedeaita
siguiente formula:

0 = (x) (25) (dilucién) (10000)(mL)
Donde x es el promedite parasitos contadasiL es el volumen

9.1.4Extracciéon de astaxantina para usan vitro

Para lapurificacion de ASTX comercial sempled1 gr de astaxantinaicroencapsulada
(Bioastir®, CyanotechUSA), fue trituradoen mortero estéril y se colden un tubo conico
estéril de 15 mL, geresuspendido con 6 mL delucion de extraccibtompuesto a base de
Eter de petroled\cetonaAgua, con las siguientes proporciones 15:7%Méyers & Bligh
1981) la suspensidn se mez@or inversiorvarias vecey vortexeo generosamente por 15
minutos, entonces el tubo se centrift@500 rpm por 10 mutos a 4°Cse colectéel
sobrenadantg secolocéen un tubauevode 15 nb estéril y se permitida evaporacion de
los solventes d&a solucién de extraccion a 40° C por l&dsen oscuridad, pasado este
tiempo, la astaxantina sesuspendio en voértgor 10 minutos co@ mL de DMEM-Dimetil
sulfoxido OMSO [Sigma Aldrich, USA])0.3% y se filtrécon un acrodisco de 0.22 el
filtrado se colocéen un tubo de 1.5 mestéril y & almacen@ 4° C hasta su ugnunca
excedié la semana de almacenamiento)

9.1.5.Estimacioén de la concentracion de ASTX

La concentracion de la ASTX fuketerminadan placa de 96 pozos (Sarsted, USA) usando
una cur v a-capotengpararellod eng de este carotenoide disuelto en 1 mL de
DMSO vy leido a una longitud de onda de 450 nm usando un espéatnetoo (Biotek,
Vermont, USA) yconregresiorinealsmple seestimbé a concentraci - n

a partir de la disposicién siguier(feabla 7)
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Tabla7. Disposicion de voliumenes para curva patrob-daroteno

b-caroteno (L) | Agua inyectable(pL) | Total (uL)
0 200 200
2 198 200
4 196 200
6 194 200
8 192 200
X2 198 200

X= Muestra de ASTX obtenida

9.1.6Ensayo de toxicidadn vitro de la ASTX paraT. cruziy células Vero

Se cultivaron tripomastigotes (5 x*Ijfozo) y células Vero (2 x #pozo)por separaden

una placa de 96qgzos (Sarstedt, USAjon medio DMEM suplementado (2% d&FB,
penicilinaestreptomicina a 1000 unidades/mL; estreptomicina 10.08§/mL) y dosis
resgectivas de ASTX a 1, 5, 10, 208@ug/100 |L. El ensayo se realizo por triplicado con
los siguientes controles: @Y (tripomastigotes no tratados), b) CV (células Vero no tratadas,
c) DMEM/DMSO en una proporcion equivalente a la cadtidea DMSO usada en la dosis
mas alta deASTX (99.7/0.33% V/V, respectivamente) (Este control fue necesario, ya que
ASTX y NFMX se solubilizaron en este disolvente) y d) Nifurtimox (4@0/ 100¢l)
(Lampit® Bayer).El NFMX se prepardal como se ha desarianteriormentéRolon et al.
2006) para ello e tritur6 un comprimido de la presentacion comercial de NFMX (120 mg)
en un mortero estéril y se resuspendioé erLldmDMSO. La concentracion final de DMSO

en el medio de cultivo nunca superoé el 0,3% en una solucién VAplaes se incularon
durante 24 horas en condiciones controladas (37°¢€alB% y humedad saturada). Después
del tratamiento, se estimé la viabilidad parasitos y células utilizando MTSales des-
[4,5,dimetltiazol-2-il] -5-[3-carboxymebxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolp), a partir

del kit CellTiter 96 kit® Aqueous One Solution (Promeg&A) siguiendo las instrucciones

del fabricante. La actitad metabdlica de los parasitos y las células sobre MTS se estimoé
por colorimetria a 490 nm de longitud de onda. En este ensayo, cuanto mayor sea la DO,
mayor sera la viabilidad celular

9.1.7Evaluacion morfologica de los cambios inducidos por AST¥n @-cultivo de cdulas

Vero y T. cruzi

Se sembraron células Vero (5 ¥/p®z9 y se cultivaron durante 24 horas, como se describié
anteriormente, yuego fueronnfectadas con tripomastigotede T. cruzi cepa NINOA(10
parasitos/célulajCurty et al. 2016)Una vez que se observaron parasitos intracelulares
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(aproximadamente 96 horas después de ladida), el medio antiguo se reemplazé con
medio DMEMsuplementadérescocon diferentes dosis de ASTX (1, 5, 10, 20 &8@.00).
Como contraésdel cocultivo, se empleo el farmaddFMX (400eg/100¢l) 6 co-cultivo sin
tratamiento Después de 2horasde incubacion, se evaluaron los cambios morfolégicos
microscopicos en el ecultivo, tales como pérdida de la formelularde las células Vero
infectadas cofl. cruzi cambios en la forma o motilidad de los parasitos y variaciones en la
presencia de paras#tantracelulares o extracelulares. Adicionalmente, la viabilidad del
parasito se evalué medianteselsayo de tincion con azul tripfAcostaVianaet al, 2013)

9.1.8Astaxantina como preventivo para infecciérde T. cruzien células Vero

Se sembraron 0.5x10¢lulaspor pozo en placa de 96 pozos (83.1835 Sarsted) con BMEM
2 % SFB, 24 horas después, se comenzé a dar tratamiento gohaddadosis Unicale
1ug/100 L (ya que dosis posterioree 3 y 4ug sondetrimentag¢spara las célulasy fue
reemplaado porDMEM-ASTX cada tercedia por 4 ocasiones, pasado este tiempo se
infectaronlas célulagonparasitogleT. cruzj cepaNINOA de igual maneraada tercedia

se hacianuevamente cambio de medio y astaxantthajas después se registraron los
cambios en este caso presencia 0 ausencia de parasitos intracelulares

9.2 Estrategiain vivo

La estrategiain vivo const de 2 expeimentos:
A) Astaxantina en ratones BALBE infectados conT. cruzi
B) TcVaclM y Astaxantina en ratones BALBCt infectados conT. cruzi

9.2.1A) Astaxantina en ratones BALB/cinfectados conT. cruzi
9.2.1.1Animales y desafio

Ratones hembra BALB/c (N=48), de&a 6 semanas de edad, se distribuyeron en 8 grupos (n=
6): G1-G8 (Tabla8). Los animales de los grupos G1 a G4, fueron infectddosianera
intraperitoneal con 10 tripomastigotds la cepa NINOA (TClypada uno. Logatones
experimentales fueron evaluadd@icamentetodos los dias panagistrar cambios en la
saluddel animal, tal como pérdida de peso, hirsutismo, lerobs de malidad, cojera o
cualquier otro cambio de comportamiento. Se decidié utilizar ASTX durante la fase aguda
de la infeccion en tanes BALB/c, ya que no hay informes previos sobre el uso de
antioxidantes en esta etapa de la infeccién y porque en experinmenio® en nuestro
laboratorio(descritos anteriormente en metodologiad &I X mostréefecto antiparasitarjo
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cuando e®valiado encultivo solode T. cruzi También decidimos probda ASTX como
posibleagente antiparasitario durante una etapa temprana de la infeccitiones BALB/c,
porque esta cepa de raton es susdepdila infeccion con la cepa NINGFReT. cruzicon wn
resultado predecible y la parasiteregidcilmente detectada. Por tanto, durante la fase aguda
de la infeccion, el nivel de parasitemia se utiliz6 como indicador del desarrollo de la
enfermedadDiadz-Limay et al, 2004)y podriamos tenam parametro facil de evaluar y por
tantoestimar los efectos finales de ASTX en la infeceidentras los animales estaban vivos

Tabla 8.Gruposde ratones dedxperimento A

Grupos de Ratén (n=6) Dosis infectiva deT. cruzi Dosis de ASTX Dosis de Nifurtimox
cepa NINOA mg/kg/day mg/kg/day

G1 (Tc) 10 parésitos

G2 (Tc/ASTX) 10 parésitos 10

G3 (Tc/ASTXINFMX) 10 parésitos 10 100

G4 (Tc/NFMX) 10 parasitos 100

G5 (Solucion salina)

G6 (NFMX) 100

G7 (AST/NFMX) 10 100

G8 (ASTX) 10

Tc: Desafd conT. cruzi(control positivo); ASTX: Astaxantina; NFMX: Nifurtimox; G68
(controles) Seis ratones BALB/c fueron usados por grupo.

9.2.1.2Parasitemia

La parasitemia fue analizada para cadin por prueba de gota fresca de sandas
muestras fueron colectadas 2 veces a la semana comenzando en el dia 5, haStaetdi
infeccion o cuando los parasitoga no fieron detectads microscopicamente en
preparaciones de gota fresca. El muestreo fue ejecdésattuerdacon (Brener 1962)con

ligeras modificaciongsbrevementgun corte pequefio fue realizado en la punta de la cola
del ratébny 4 pL de sangre fueron colectadosn una micropipetay colocad@ en un
portaobjetos de vidrio y cubierto con un cubreobjetos de 18 x18 mm. Las muestras fueron
observadas bajo un microscopio de campo claro a 40@s¥arasitosde 100 campos
aleatorios fueron contados yrelmerode parasitos/pLfue estimado con protocolos estandar
(Rowland & SibleyPhillips 1984; Kuhret al,, 1975)

9.2.1.3Suplementacion de ASTX y tratamiento con NFMX para ensayaso

A partir del dia 12, se administraron ASTX y/o NFMX (Lampit, B&Y®segun el grupo de
tratamiento (Tabla 1l.a ASTX se prepar6 a partir de 400 mgpkrlas deBioastim®, los
cuales se trituraroan un mortero estéril en condiciones aséptisagesuspndieron y se
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homogeizaron en 3 rh de una solucion estéril al 20% (V/V) de Twedlagua destilada
(Anarjan & Tan 2013) para un volumen final de BmL. Se administrASTX via oral(60

el de ASTX, equivalente a 10 mg/kg/dia de ASTXa@won una micropipeta hasta el dia 60
después de la infeccidasta concentracidbn ha mostrado eféntounomoduladory anti
inflamataios en ratones wtras especies, incluido el hombfi€uan Hunget al, 2015;
Kavithaet al, 2013; Nakacet al, 2010; Park, Kimet al.. 2010) Por su parte leNFMX se
preparé en condiciones aséptitdsirandoun comprimido que contenia 120 mg de NFMX
(Lampit, Bayer) erun morteroestérily resuspendido en 1lnde agua destilada estéril
(Cenciget al, 2012) Se administré por via orah una dosis Unica diaria de 100 /kg/dia
(Cabezaet al, 1988)(Tabla 1) en un volumesproximadade 60uL. El tratamiento se llevo

a cabo hasta el dia en que no se pudo detectar mas la parasitemia mediante preparaciones de
gotafrescajtal como se describe anteriorme(@@nney & Engman 2008; Kuhr al., 1975;
Rowland & SibleyPhillips, 1984)

9.2.1.4Sacrificio animal y muestreo de tejidos

Tejidos de corazén y bazo de losones experimentales se colectaron después de que
murieron por la infeccién o cuando fueron eutanasiados al dia 60 después de la infeccion. La
eutanasia se realizo por dislocacién cervical siguiendo los protocolos establecidos por Norma
Oficial Mexicana(NOM-033-Z00-1999)(NOM, 1999) el comité de bioética de la UAEM

FMVZ y del Consejo de Organizaciones Interpacies de Ciencias Médic@sAS, 2011)

Se tomaron muestras de sangre directamente del corazén para obtener sueros el dia del
sacrificio y los tejidos se fijaron en formaldehido al 10% para estudios histopatoldgicos.

9.2.1.5Estudios histopatolégicos

Los tejidos fueron fijads en formaldehido al 10 % por 24 horas, deshidratados en etanol
absolutce incluidos en parafina. Secciones de tejido (5 um) fueron preparadas y tefiidos con
hematoxilinaeosinapara serobservados bajo microscopio de campo claro (Carl Zeiss
Axiostar, USA) se documentd con imageres cualedueron registradacon una camara
Tucsen de 5 MP (Tucsen, China)apalizadoscon el programa Imagero Plus 7. Las
muestras déejido fueron observadas microscopicamente a una ampliacion de 400 X, para
registrar la arga parasitaria (nidos de amastigotes observados en 100 campos aleatorios). La
severidd de la inflamacion fue estimagber infiltracion de linfocitos en tejideen 400
campos aleatorios usando la escala propuestdBasbdosaPliego et al, 2009) : (-),
ninguna: (+), ligera; (++), moderada; (+++), severa.
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9.2.1.6Ensayo Malondialdehido (MDA)

Los niveles de MDA fueron determinados en suero, siguiendo las instrucciones del kit
OxiSelect™ MDA Adduct ELISA kit (Cell Biolabs, USA).Estandardel kit y muestras
fueron incubados en una placa @6 pozos por 2 horas a 37 °l& aductos de proteina
MDA presentes en la muestra y estdndar fueron probados con un anticuefdd®Anti
seguido por un anticuerpo secundario conjugattRP(peroxidasa de b&ano)y revelado

c o n 3THjrarbetilbeNfidina (TMB) y leidpor espectrofotometria a 450 nmslaductos
proteinaMDA contenidos en cada muestra ffuie determinade por comparacion con una
curva estandar que fue preparado de témear MDABSA predeterminad@Dittrich et al.
2012)y unaregreson linealsimplefue usad para determinar la concentracion de MDA en
pmol/mL.

9.2.2B) TcVaclM y Astaxantina en ratones BALBC infectados conT. cruzi

Los experimentos referentasultivo y cosecha de parasitos, parasitemia, sacrificio animal
y muesteo de tejido, estudio histopatoldégico y niveles de MDA, fueron descritos
previamente en la metodologia del experimento A.

9.2.2.1Clonacién y replicacién dgocDNA3.0/TcG2 y pcDNA3.0/TcG4

Diez microlitrosde un altivo de bacteriagscherichia colicepaDH5-Utransformads con

los vectores de expresion pcDNA3.0/TcG2 6 pcDNA3.0/TcG4, fueractivados en 5 In

de medio LB (Sigma, USA) sin antibiético e incubado por 3 horas a 37°C con agitacion
constanteZ20 rpm). Posteriormente, 200 @del cultivoanteria se inocularon en 10 mde

LB y seincubaron a 37°C por 16 horas con agitacion, enseguidal ldejucultivo se
sembraron en placas de cultivo 44gjar con ampicilina [100mg/hj (PentrexiR Bristol-

Myers Squibb) y se incubaron a 37°C por 16 horas parecg@atede coloniagSambrook &
Russel] 2001) Se selecciondna colonia de la placa -:Bgar con bacterias en crecimien

y se inoculé en 10 mde medio LB con ampicilina e incubé a 37°C por 16 horas con
agitaciéon constante para replicacion de los plasmidos y produccion de TcVaclM.

9.2.2.2Extraccion y purificacion de la vacuna TcVaclM

La extraccion del ADN plasmidico gwontienen los antigenos TcG2 y TcG4, se realizé con
el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific, YS#Aguiendo las
instrucciones del fabricante, brevemente, tubos de cultivo bactesramoecimiento (16

M. en C. A. y R. N: José Maria Eloy Contreras Ortiz 43



Evaluacion del efecto de la suplertegion del antioxidante astaxantina y la administracion
de la vacuna TcVaclM en ratones BALB/c infectadosTagpanosoma cruzi

horas)se centrifugaron a 3000 rppor 10 minutos y el pelldiacteriandue resuspendiy
lisado. Elmaterial genéticdue purificado, mediante columnas de filtracidfinalmentegl
ADN plasmidico seeluy6é en agua desionizaday se estimd la concentraciompor
espectrofotometa (Quawell, LBA) a260nm.

9.2.2.3Control de calidad de la purificacion de plasmidos

Se realiz6 una doble digestién al ADN plasmidico extraido para detectar los fragmentos
correspondientes &cG2 6 TcG4 (662 y 276 pb respectivamentegzclando 12.8 lpude

agua libe de nucleasas (Thermo Scientific, USA), I2 ge Buffer MULTFCORE (MC)
(PROMEGA, USA), 0.5 1 de enzima de restriccion Hind llI/Xbal; BamH1/Xbal
respectivamente (PROMEGA, USA) y 4 de ADN plasmidicola mezclase incubé por 1

hora a 37°C para posterioemte visualizarse por electroforesis en un gel de agarosa al 3 %
(Sambrook yFritsch 2001).

9.2.2.4Animales

Se emplearon ratones hembras (N=48) de la cepa BALB/c de 4 a 6 semanas de edad,
distribuidos en 8 grupos (n=6) como sigaé:(Tc/TcVaclM); A2(Tc/TcVaclMASTX); B
(TcVaclM); C (Tc); D (Tc/ASTX); E (Tc/ASTX/INFMX); F (Tc/NFMX); G (SOL_SAL)

(Tabla 1), los grupos de ratones fueron mantenidos bajo condiciones establecidas en la
Norma Oficial Mexicana 06Z0O0-1995(NOM, 1995)con agua y alimentad libitum

9.2.2.5Inmunizacioén, infecciéon y tratamientos

Se determiné la concentracion de los plasmidos (TcG2 y TcG4) con ayuda de un
espectrofotometro 260 nm (Quawell Inc., USA) y para para el proceso de inmunizacion se
mezclaron ambos antigen@®s gruposorrespondiented/er tabla9) se vacunaron con 10

Mg de TcVaclM (TcG2 y TcG4), administrados por electroporacion intradérmica en 3
ocasiones, con espacio de 15 dias cada uno. A los 15 dias después de la ultima etapa de
inmunizacion, los grupos de ratoregerimentales correspondientes fueron desafiados con

10 parésitos dérypanosoma cruzie la cepa NINOA por via intraperitoneal y se evaluaron
clinicamente todos los dias, para registrar cambios en la salud de los animales, tales como
pérdida de peso, tsiutismo, problemas de mobidez, cojera o cualquier otro cambio de
comportamiento.
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Tabla9: Grupos Experimentales del experimento B

Grupos de ratones (n=6) Dosis deT. cruzipara Dosis Astaxantina  Dosis Nifurtimox Dosis
desafio (ASTX) (NFMX) TcVaciM

Cepa: NINOA mg/kg/dia mg/kg/dia ug

Al (Tc/TcVaclM/ASTX) 10 parasitos 8 10

A2 (Tc/TcVaclM) 10 parasitos 10

B (TcVaclM) 10

C (To) 10 parasitos

D (Tc/ASTX) 10 parésitos 8

E (Tc/ASTX/INFMX) 10 parésitos 8 100

F  (Tc/NFMX) 10 paésitos 100

G (SOL SAL: Solucién salina)

9.2.2.6Suplementacion con ASTX

A partir del dia 12, dia en el que se registraron parasitos en sangre, se administraron via oral

8 mg/kg/dia de ASTXRioastir®, Cyanotech, USA segun correspondiera aslgrupos

designados (Tablf), hasta el dia 60. La ASTX se prepar¢ triturando 400 pg de perlas de

ASTX (para asegurar la dosis) en mortero en condiciones de esteribgagsyspendi en

3 mL de una solucién estéril al 20 % (V/V) Tween 20/agua destffadarjan & Tan 2013)

para un volumen finalde 3.1lm La supl ement aci - naraciomde AST X (
ASTX, equivalente a 8mg/kg/dia de ASTX puro) se administr6 oralmente con una
micropipeta hasta elia 60 después de la infecciorst& concentracion ha mostrado efectos
inmunomoduladores y antiinflamatorios en ratones y otras especies, incluido el hombre
(KuanJdung et al, 2015; Kavithaet al, 2013; Nakacet al, 2010; Parket al, 2010). El
farmacoNFMX se empledé como control positivo, para ello se prepar6 en condiciones
asépticas colocando un comprimido que contenia 120 mg de NFMX (Lampit, Bayer) en un
morteroy se resuspendi en 1 ni de agua destilada estéril (Cenag al, 2012). Se

administré por via oral una dosis Unica diaria de 100 mg/kg/dia (Cabalk,al988) (Tabla

9 en un volumen de 60 ¢lL. ElI trat aitemiant o se
ya no podia detectarse a través de preparaciones de sangre fresca, tal como se describio
anteriormente (Bonney y Egman, 2008; Rowlahdl, 1984).

9.2.2.7Deteccion de anticuerpos IgG por ELISA

Una pgaca de 96 pozos (Nunc Maxisorp, Thermo Fishi$A) fue sensibilizado conidado

de par 8si t o de poteind an buffes MagDlaCG, pH 6.8) e incubado toda

la noche a 4 ° C, para detectar anticuerpos generados por la vacuna TcVaclM (TcG2/TcG4),
Las placas fuer on [Xa0WadTaveer2@(BBET)yY BDldwehdoscen PBS 1
5% leche sin grasBBST por 1 hora a 37 °C. Los sueros experimentales fueron diluidos

1: 1000 en J0.05%lagredaosk B Placa e incubados 1 h a 37 °C. Las placas
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fueron posteriormente lavadas 6 vecea BST y se agregod el conjugado peroxidasa
anticuerpo de inmunoglobulinas (IgG: 1:25@03eincub6 por 1 hora a 37 °C. Las placas
fueron lavadas nuevamente y se la agrego el sustrato peroxidasa en bufer citrato apH de 4.5
0.03% de HO.. El color fue dsearrolado con TMB (3,3'5,5tetrametibenzidina). La
reaccion se detuvo 15 minutos después adicionando una solucion de 350dd d lectura

se realizd a 450 nm en espectrofotometro Epoch, (BioTek, USA).

9.3 Andlisis estadistico

La prueba de andlisge varianzaANOVA) se utilizo para analizar los resultados de ensayo

de viabilidadin vitro, parasitemianiveles deMDA y niveles de IgGLas diferenciagntre
grupospara todos los ensayos se evaluaron mediante la prueba de Tukey. Los andlisis
estadistios se realizaron con el paquete de software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software
Inc., San Diego, California, EE.UU.). Las diferencias se consideraron significativas a

0.05.
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10. RESULTADOS
10.1Arti culo Publicado

Resumen

Durante la infecciongr Trypanosoma cruzel estrés oxidativo es considerado un factor que
contribuye al desarrollo de la cardiomiopatia dilatada. En este estudio, los efectos de la
astaxantina (ASTX) se evaluaron como un tratamiento farmacoldgico alternativo para la
enfermedd de Chagas en modelo murino durante la fase aguda de la infeccion, dadas sus
propiedades antnflamatorias, inmunenoduladoras y antioxidantes. La ASTX se evatud

vitro en cultivo axéico de parasitos y en -@ultivo con células Verdn vivo se evalo el

efecto de la suplementacion de la ASTX (10 mg/kg/dia) Nifurtimox (NFMX, 100
mg/kg/dia) en ratones BALB/c {8 semanas de edad) infectados Toypanosoma cruzi

Los resultados muestran gaeASTX tuvo unefecto detrimental sobed cultivo axénio de
parasitosafectando su viabilidad, pero no cuando se cuttawd monocapa de células Vero.

In vivo, la ASTX no tuvo ningun valor terapéutico frente a la infeccion aguda por
Trypanosoma cruziya sea solo o en combinacién con NFEM¢bido a queoks animales
infectados y tratados con NFMX o ASTX/NFMX sobrevivieron al periodo experimental (60
dias), mientras que los animales infectagleaplementado# con ASTX murieron antes

del dia 30 posinfeccién. La ASTX no mostré ningun efecto sobre el contlel la
parasitemia, sin embargo, se asocié con un increnteniafiltrado linfo-plasmodtico de

tipo focal en corazérgonun numero reducido de nidos de amastigotes en tejido cardiaco y
foliculos linfoides del bazo menos hiperplasicos, en comparaciéfosagrupos control.
Inesperadamente, la ASTX mostré un efecto negativo en animales infectatiiados con
NFMX, ya que se observo un incremento en la duracion de la parasitemia, posiblemente
debido a que la ASTXloquedla produccion de radicales lisrgenerados por el NFMX, el

cual es el mecanismo de accién antiparasitario. En conclusion, la astaxantina no se
recomienda durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas ya sea solo o en combinacion
con Nifurtimox.
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Abstract — During Trvpanosoma cruzi infection, oxidative stress is considered a contributing factor for dilated
cardiomyopathy development. In this study, the effects of astaxanthin (ASTX) were evaluated as an alternative drug
treatment for Chagas disease in a mouse model during the acute infection phase, given its anti-inflammatory,
immunomodulating, and anti-oxidative properties. ASTX was tested in vitro in parasites grown axenically and in
co-culture with Vero cells. /n vivo tests were performed in BALB/c mice (4-6 weeks old) infected with Trypanosoma
cruzi and supplemented with ASTX (10 mg/kg/day) and/or nifurtimox (NFMX; 100 mg/kg/day). Results show that
ASTX has some detrimental effects on axenically cultured parasites, but not when cultured with mammalian cell
monolayers. In vivo, ASTX did not have any therapeutic value against acute Trypanosoma cruzi infection, used either
alone or in combination with NFMX. Infected animals treated with NFMX or ASTX/NFMX survived the experimen-
tal period (60 days), while infected animals treated only with ASTX died before day 30 post-infection. ASTX did not
show any effect on the control of parasitemia; however, it was associated with an increment in focal heart lympho-
plasmacytic infiltration, a reduced number of amastigote nests in cardiac tissue, and less hyperplasic spleen follicles
when compared to control groups. Unexpectedly, ASTX showed a negative effect in infected animals co-treated with
NFMX. An increment in parasitemia duration was observed, possibly due to ASTX blocking of free radicals, an anti-
parasitic mechanism of NFMX. In conclusion, astaxanthin is not recommended during the acute phase of Chagas dis-
case, cither alone or in combination with nifurtimox.

Key words: Astaxanthin, Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Oxidative stress, Nifurtimox.

Résumé — Effets de I’astaxanthine chez la souris infectée par Trypanesema cruzi. Pendant I’infection par
Trypanosoma cruzi, le stress oxydatif est considéré comme un facteur contribuant au développement de la
cardiomyopathie dilatée. Dans cette étude, les effets de 1’astaxanthine (ASTX) ont été évalués comme un
traitement médicamenteux alternatif pour la maladie de Chagas chez un modéle de souris pendant la phase
d’infection aigué, compte tenu de ses propriétés anti-inflammatoires, immunomodulantes et anti-oxydantes.
LASTX a éte testée in vitro sur des parasites cultivés axéniquement et en co-culture avec des cellules Vero.
Des tests in vivo ont été effectués chez des souris BALB/c (dgées de 4-6 semaines) infectées par T cruzi
et traitées par ASTX (10 mg/kg/jour) et/ou nifurtimox (NFMX, 100 mg/kg/jour). Les résultats montrent que
I’ASTX a des effets néfastes sur les parasites cultivés axéniquement, mais pas lorsqu’ils sont cultivés avec des
monocouches de cellules de mammiferes. /n vivo, ’ASTX n’a eu aucune valeur thérapeutique contre I'infection
aigué par T cruzi, utilisée seule ou en association avec NFMX. Les animaux infectés traités par NFMX ou

*Corresponding author: jevch@yahoo.com

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

M. en C. A. y R. N: José Maria Eloy Contreras Ortiz 49



Evaluacion del efecto de la suplertegion del antioxidante astaxantina y la administracion
de la vacuna TcVaclM en ratones BALB/c infectadosTagpanosoma cruzi

M. en C. A. y R. N: José Maria Eloy Contreras Ortiz

2 JM.E. Contreras-Ortiz et al.: Parasite 2017, 24, 17

association avec le nifurtimox.

Introduction

Chagas disease is a zoonotic health concern in Latin
America caused by Trypanosoma cruzi, with an estimated
67 million people infected. The infection is not limited to
vectorial transmission, since it can be transmitted through
blood transfusion or organ or tissue transplantation, and
many cases of non-vectorial transmission have been reported
in non-endemic areas [52].

The drugs available for the treatment of Trypanosoma cruzi
infection in institutional health systems in Latin America are
nifurtimox and benznidazole. However, these drugs have
limited therapeutic value since they are effective only during
the acute stages of the disease, and because these drugs may
induce severe side effects in people undergoing long-term
treatment [10, 50]. Furthermore, resistance to NFMX and
benznidazole has been reported in parasites of different geno-
types in endemic zones [9]. These therapeutic drawbacks leave
people of all ages at risk [46, 47], and therefore, new strategies
should be studied if an effective treatment is to be found.

During the acute phase of Chagas disease, an excessive
production of free radicals in the heart has been correlated with
irreversible oxidative stress (OS)-induced cardiomyocyte
damage. Recent studies that analyzed the condition of the heart
in Chagas disease have suggested that factors other than
myocardial parasitism and autoimmune aggression are
involved. It is unclear whether the tissue destruction is caused
directly by factors related to the parasite, or indirectly by an
immuno-inflammatory response amplified by the systemic
overgeneration of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (RNS) [14, 6, 53]. Chagasic cardiomyopa-
thy develops in 30-40% of chronically infected people.
Cardiomyopathy may progress to cardiac insufficiency and
sudden death because of progressive damage to cardiomy-
ocytes and the ventricular intertruncal plexus [23].

Several studies in chronic chagasic patients suggest that
the use of antioxidants, such as vitamin E and C, decreases free
radical levels and the OS associated with the disease [30, 42],
protecting the myocardium and preventing the progression of
chagasic cardiomyopathy into more severe syndromes [51].
Astaxanthin (ASTX), a reddish carotenoid that belongs to
the xanthophyll class, is a potent antioxidant naturally
found in several sea animals (Haematococcus pluvialis) and
plant species [18, 22]. It has anti-inflammatory [25] and
immunomodulatory properties [12], which can stabilize free

ASTX/NFMX ont survécu a la période expérimentale (60 jours), tandis que les animaux infectés traités uniquement
avec ASTX sont morts avant le 30eme jour apres ’'infection. CASTX n’a montré aucun effet sur le controle de la
parasitémie; cependant, elle a été associée a une augmentation de I'infiltration focale lymphoplasmocytaire du
cceur, un nombre réduit de nids d’amastigotes dans le tissu cardiaque et a des follicules de la rate moins
hyperplasiques par rapport aux groupes témoins. De maniére inattendue, ’ASTX a montré un effet négatif chez
les animaux infectés co-traités avec NFMX. Une augmentation de la durée de la parasitémie a été observée,
probablement due au blocage par ’ASTX des radicaux libres, un mécanisme antiparasitaire du NFMX. En
conclusion, ’astaxanthine n’est pas recommandée pendant la phase aigué de la maladie de Chagas, seule ou en
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radicals and decrease oxidative stress damage, protecting
biologically important molecules. Studies have shown that
ASTX counteracts OS caused by some heart diseases, prevent-
ing tissue damage caused by cell oxidation and contributing to
a healthier myocardium [17, 34]. Here, we evaluated the effects
of ASTX supplementation during the acute phase of Chagas
disease in an induced infection with a pathogenic strain
(Ninoa) of Trypanosoma cruzi in BALB/c mice.

Materials and methods
Ethics

Mice were kept, fed, and reared under standard conditions
(18-23 °C, 50-60% relative humidity), according to the
guidelines of the Bioethics Committee of the FMVZ-UAEM,
the Official Mexican Standard regarding technical specifica-
tions for the care and use of laboratory animals (NOM-062-
Z00-1995) [37], and the standards of the National Academy
of Science [35].

Parasite culture

Trypomastigotes of Trypanosoma cruzi, Ninoa strain (TCI)
(kindly donated by Dr. Pedro Reyes from the Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez”), were used to infect Vero
cell monolayers, which were maintained in Dulbecco’s
minimal essential medium (DMEM [Gibco Laboratories,
USA]), supplemented with 2% fetal bovine serum (FBS
[Gibco Laboratories, USA]) and 1% penicillin-streptomycin
(Gibco Laboratories, USA), under controlled conditions
(37 °C, 5% CO,, and saturated humidity) [31].

Parasite harvest from cell culture

Parasites were cultured for 1-2 weeks on Vero cell mono-
layers, when they started to break out from the infected cells.
The medium with free-swimming parasites was then collected
in 15 mL sterile conical tubes and centrifuged at 2700 rpm for
7 min. The supernatant was discarded and the pellet was resus-
pended in 1 mL of DMEM (Gibco Laboratories, USA).
Parasites were counted using a hemocytometer, and the
number of parasites was adjusted to the specific needs of each
assay (in vitro or in vivo).
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Astaxanthin preparation for in vitro assays

In order to purify astaxanthin from the commercial
preparation for the in vitro assay, one gram of microencapsu-
lated astaxanthin (AstaPure®, Algatechnologies, Israel) was
ground in a sterile mortar, placed in a 15 mL sterile conical
tube, and suspended in 6 mL of extraction solution (petroleum
ether:acetone:water, [15:75:10]) [33]. The suspension was
mixed by inversion several times and gently vortexed for
15 min. The tube was centrifuged at 7500 rpm for 10 min at
4 °C, and the supernatant collected in a fresh sterile 15 mL
tube. The solvents were evaporated at 40 °C for 12 h in dark
conditions and the astaxanthin was resuspended in 2 mL of
DMEM-dimethyl sulfoxide (DMSO [Sigma-Aldrich, USA])
(99.7/0.3% V/V solution). This suspension was gently vortexed
for 10 min, and then filtered using an acrodisc syringe filter
(0.22 um) in a 1.5 mL sterile tube and kept at 4 °C until
use. The ASTX concentration was determined in a 96-well
plate using a fi-carotene (Sigma-Aldrich, USA) standard curve
and read at 450 nm in a spectrophotometer (BioTek, USA).
A simple linear regression was used to determine ASTX
concentrations in pg/pL.

Astaxanthin in vitro toxicity assay for T. cruzi
and Vero cells

Trypomastigotes (5 x 10%/well) or Vero cells (2 x 10%
well) were cultured in a 96-well plate (Sarstedt, USA) in
supplemented DMEM (2% FBS, penicillin 10,000 units/mL,
and streptomycin 10,000 pg/mL) and astaxanthin at 1, 5, 10,
20, or 30 pg/100 pL. The assay was performed in triplicate
with the following controls: a) C-T (untreated trypomastig-
otes), b) C-V (untreated Vero cells), ¢) DMEM/DMSO in a
proportion equivalent to the amount of DMSO used in the
highest ASTX dose (99.7/0.33% V/V, respectively) (this con-
trol was necessary since ASTX and NFMX were solubilized
in this solvent), and d) nifurtimox (400 pug/100 pL) (Lampit®,
Bayer). NFMX was prepared as previously described by Rolon
et al. [43]. One tablet of the commercial presentation of NFMX
(120 mg) was ground in a sterile mortar and resuspended in
1 mL of DMSO. The final DMSO concentration in the culture
media never exceeded 0.3% in a V/V solution. Plates
were incubated for 24 h in controlled conditions (37 °C, 5%
CO,, and saturated humidity). After treatment, the viability
of parasites and cells was estimated using MTS
(3-[4,5,dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxy-phenyl]-2-
[4-sulfophenyl]-2H-tetrazolium, inner salt) from CellTiter 96
kit® Aqueous One Solution (Promega, USA), following the
manufacturer’s instructions. The metabolic activity of parasites
and cells over MTS was estimated by colorimetry at 490 nm
wavelength. In this assay, the higher the optical density (OD)
values, the higher the cell viability.

Morphologic evaluation of changes induced
by ASTX on Vero cells and T. cruzi co-cultures

Vero cells (5 x 10°/well) were seeded and cultured for 24 h
as previously described and then infected with trypomastigotes
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(10 parasites/cell) [13]. Once intracellular parasites were
observed (about 96 h after infection), the old medium was
replaced with fresh supplemented DMEM with different
ASTX doses (1, 5, 10, 20, or 30 pg/100 pL). As a control,
co-cultures were kept with NFMX (400 pg/100 pL) or
with no ASTX or NFMX supplementation. After 24 h of incu-
bation, microscopic morphological changes in the co-culture,
such as loss of normal shape of I' cruzi infected Vero cell,
changes of normal parasite shape or motility, and variations
in the presence of intra- or extra-cellular parasites were
evaluated by a trained technician. Additionally, parasite
viability was evaluated by Trypan blue stain assay [2].

Animals and challenge

BALB/c female mice (N =48), 4-6 weeks old, were
distributed in eight groups (n = 6): G1 (Tc); G2 (Tc/ASTX);
G3 (Tc/ASTX/NFMX); G4 (Te¢/NFMX) and four non-infected
controls: G5 (saline solution); G6 (NFMX); G7 (ASTX/
NFMX); and G8 (ASTX). Animals from groups Gl to G4
were infected intraperitoneally with 10 trypomastigotes each.
Specimens were clinically evaluated on a daily basis; any
animal health changes, such as weight loss, hirsutism, morbid-
ity, lameness, or any other behavioral changes, were recorded.
We decided to use ASTX during the acute phase of infection in
BALB/c mice because there are no previous reports on the use
of antioxidants at this stage of infection and because in in vitro
experiments in our laboratory, ASTX had some antiparasitic
effect. We also decided to test ASTX as an antiparasitic agent
during an early stage of infection in BALB/c mice because this
mouse strain is susceptible to infection with Ninoa strain of
T cruzi with a predictable outcome and the parasitemia is
easily detected. Therefore, during the acute phase of infection,
the level of parasitemia was used as an indicator of disease
development [15], providing an easy-to-evaluate parameter,
to determine the possible effects of ASTX on the infection
while animals were alive.

Parasitemia

Parasitemia was analyzed for each mouse, by fresh blood
smear test. Samples were collected twice a week starting on
day 5, until day 60 post-infection, or when parasitemia was
undetectable microscopically in fresh blood preparations.
Sampling was performed according to Brener [7] with slight
modifications. Briefly, a small cut was performed on the tip
of the tail of the mouse, blood (4 nL) was collected with a
micropipette, placed on a glass slide, and covered with a
coverslip (18 x 18 mm). Samples were observed under light
microscopy at 400x. Parasites in 100 fields were counted,
and the number of parasites/ul. was estimated with standard
protocols [28, 45].

ASTX supplementation and NFMX treatments
for in vivo assays

From day 12 onwards, ASTX and/or NFMX (Lampit®,
Bayer) were administered according to the animals’ treatment
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Table 1. Description of treatments used in in vive experiments.

Mice groups (n = 6) T" cruzi Ninoa strain (Infection dose)

Astaxanthin dose (mg/kg/day) Nifurtimox dose (mg/kg/day)

Gl (Tc)

G2 (Tc/ASTX)

G3 (Tc/ASTX/NFMX)
G4 (Te/NFMX)

G5 (saline solution)
G6 (NFMX)

G7 (AST/NFMX)

G8 (ASTX)

10 parasites
10 parasites
10 parasites
10 parasites

10

10 100
100
100

10 100

10

Tc: Challenge with T cruzi (positive control); ASTX: Astaxanthin; NFMX: Nifurtimox; G5-G8 (controls). Six BALB/c mice were used per

group.

group (Table 1). ASTX was prepared from 400 mg beadlets of
AstaPure®. Beadlets were ground in a sterile mortar in aseptic
conditions and resuspended and homogenized in 3 mL of a
20% (V/V) sterile solution of Tween-20/distilled water [36]
for a final volume of 3.1 mL. ASTX supplementation (60 puL
of ASTX preparation, equivalent to 10 mg/kg/day of pure
ASTX) was orally administered with a micropipette until day
60 post-infection. This concentration has exhibited
immunomodulatory and anti-inflammatory effects in mice and
other species, including humans [24, 27, 34, 40]. NFMX was
prepared in aseptic conditions by grinding one tablet containing
120 mg of NFMX (Lampit®, Bayer) in a mortar and resuspend-
ing it in 1 mL of sterile distilled water [11]. This solution was
administered orally at a single daily dose of 100 mg/kg/day
[8](Table 1) ina 60 pL volume. Treatment was carried out until
the day when parasitemia could no longer be detected through
fresh blood preparations, as described above [6, 28, 45].

Animal sacrifice and tissue sampling

Heart and spleen tissues were collected from mice after
they died from infection or when they were euthanized. Mice
were sacrificed either because they were very ill or on day
60 after infection. Euthanasia was performed by cervical
dislocation following protocols established by Norma Oficial
Mexicana  (NOM-033-Z0O0-1999) [38], the Bioethics
Committee from UAEM-FMVZ, and from the Council for
International Organizations of Medical Sciences [35]. Blood
samples were taken directly from the heart to obtain sera on
the day of sacrifice and tissues were fixed in 10% formalde-
hyde for histopathological studies.

Histopathological study

Tissues were fixed in 10% formaldehyde for 24 h,
dehydrated in absolute ethanol, and included in paraffin. Tissue
sections (5 um) were prepared and stained with hematoxylin-
eosin and observed under light microscope (Carl Zeiss
Axiostar, USA). Images were recorded with a Tucsen 5 MP
camera (Tucsen, China) with the Image-Pro Plus 7 software.
Tissue samples were studied microscopically at 400x magnifi-
cation to assess parasite burden (amastigote nests observed in
100 random fields). The severity of inflammation was
estimated by the severity of lymphocyte infiltration in the
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tissue, in 400 random fields, using the scale proposed by
Barbabosa-Pliego et al. [5]: (—), none; (+), light; (++), moder-
ate; and (+++), severe.

Malondialdehyde (MDA) assay

Malondialdehyde levels were determined in sera following
the instructions of an OxiSelect™ MDA Adduct ELISA Kit
(Cell Biolabs, USA). Standards and samples were incubated
in a 96-well plate for 2 h, at 37 °C. The MDA-protein adducts
present in the sample and in the standards were probed with an
anti-MDA antibody followed by the HRP-conjugated sec-
ondary antibody, revealed with 3,3',5,5-tetramethylbenzidine
(TMB) and read by spectrophotometry at 450 nm. The
MDA -protein adducts content in each sample was determined
by comparison with a standard curve that was prepared from
predetermined MDA-BSA standard [16]. A simple linear
regression was used to determine the MDA concentration in
pmol/mL.

Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) was used to analyze results
from the in vitro viability assay, parasitemia, and MDA. Mean
differences for all assays were assessed by a Tukey test, except
for parasitemia where a Bartlett’s test was used. Statistical
analyses were conducted with the GraphPad Prism 5.0 software
package (GraphPad Software Inc., USA). Differences were
considered significant at p < 0.05.

Results

In vitro Trypanosoma cruzi and Vero cell viability
after exposure to ASTX

Trypomastigote and Vero cell viability was evaluated 24 h
after treatment. Figure 1 shows parasite and Vero cell survival
after treatment, either with ASTX (1, 5, 10, 20, or 30 pg/
100 pL), NFMX (400 pg/100 pL), DMSO (0.33% V/V), or
untreated (C-). Parasite viability was progressively affected
(p <0.05) as ASTX doses were increased; from nearly
100% parasite survival (with no ASTX) down to 18% survival
at the higher doses (20-30 pg/100 pL) of ASTX. Vero cell
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viability was only significantly compromised at 20 and 30 pg/
100 pL ASXT doses (p < 0.05). NFMX affected parasite
viability (p < 0.05) at a 400 pg/100 pL dose and did not com-
promise Vero cell survival. No apparent viability of parasites or
Vero cells was affected after the use of DMSO (0.3% V/V).

Parasites were not affected by ASTX (1-20 pg/100 pL)
when evaluated in co-culture with Vero cells, unlike the results
observed in axenic culture (Table 2). These results call into
question whether the effects of ASTX would be detrimental
or not to the parasite in an in vivo model, and therefore we
decided to continue testing ASTX as a therapeutic treatment
in an experimental animal model.

Parasitemia in BALB/c mice infected with T. cruzi

Experimental groups showed differences in the number of
blood trypomastigotes (Fig. 2). Challenged groups G1 (Tc) and
G2 (Tc/ASTX) showed the highest parasitemia and did not
survive beyond day 23 post-infection. It is worth mentioning
that ASTX supplementation on its own, in infected animals,
did not show any survival advantage over the control group.
Challenged groups G3 and G4, treated with ASTX/NFMX
or just NFMX, respectively, developed low levels of para-
sitemia. This was controlled by days 28 and 22 post-infection,
respectively (Figs. 2A and 2B). Parasitemia levels in groups
G3 (33 £ 12.7 parasites/uL) and G4 (10 £ 5 parasites/uL)
were statistically different (p < 0.05) from those found
in animals in groups G1 (321 + 138.2 parasites/ul) and
G2 (362 + 156.2 parasites/uL) around day 20 post-infection.
All non-infected animals were in good health until the day of
sacrifice (day 60 post-infection).

Anatomopathologic findings

Heart

The size of the heart in all experimental groups (G1-G8)
did not show differences. Hearts were measured in sagittal
position and average length was 0.79 + 0.036 cm. No apparent
morphological changes were found macroscopically.

Spleen

Spleens were clearly enlarged in all 7 cruzi-challenged
groups (G1-G4), where splenomegaly was observed (Fig. 3).
The average size of the spleen was 2.4 + 0.26 cm for animals
from groups G1 (Tc) and G2 (T¢/ASTX), and 2 + 0.17 and
1.8 £ 0.26 c¢m in groups G3 and G4, respectively. All control
groups (G6—G8) had an average spleen size of 1.5 + 0.08 cm,
similar in size and appearance to mice treated with saline
solution (GS5), which was considered normal.

Histopathologic findings
Heart

Left ventricle sections displayed differences among
treatment groups. Group G1 (7. cruzi) had the largest number
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Figure 1. Trypanosoma cruzi trypomastigote and Vero cell survival
after treatment with five different doses of astaxanthin (ASTX, 1, 5,
10, 20, or 30 pg/100 pL). Nifurtimox (NFMX, 400 pg/100 pL),
dimethyl sulfoxide (DMSO, 0.03%), or no treatment was used as
control for the MTS viability assay. Samples were evaluated after
24 h of treatment. Each bar represents the absorbance mean
value + SD. Differences (p < 0.05) among groups, according to
Tukey’s test, are indicated with characters on top of treatment bars.

of amastigote nests (n = 35 + 3.9), and the myocardium dis-
played diffuse inflammatory infiltrates, represented mainly by
lymphoplasmacytes (Fig. 4A). In G2 (Tc/ASXT) the number
of amastigotes (n =24 + 3.05) was significantly lower
(p < 0.05), but these animals had increased local inflammation
and a higher number of necrotic cardiomyocytes (Fig. 4B). The
G3 and G4 groups showed light focal lymphoplasmacytes infil-
trate and necrotic cardiomyocytes, with no amastigote nests
present. Non-infected control groups (G5-G8) were normal
(Figs. 4C and 4D, Table 3).

Spleen

Morphological changes in the spleen were observed mainly
as hyperplasia of lymphoid follicles and loss of characteristic
shape. The G1 (Tc¢) group showed very diffuse and extended
follicles with severe hyperplasia of lymphoid follicles
(Fig. 5A). In animals from the G2 group (Tc/ASTX supple-
mentation), slight hyperplasia of lymphoid follicles was
observed (Fig. 5B). In groups G3 (Tc/ASTX/NFMX) and G4
(Te/NFMX), as well as in control groups (G5-G8), lymphoid
follicles appeared normal, with no pathological changes
(Figs. 5C and 5D).

Malondialdehyde (MDA) test

It is important to note that groups Gl (Tc) and G2
(Tc/ASTX) were not incorporated in the assay because these
animals did not survive the acute phase of the disease, and
blood samples could not be collected. From the remaining
groups, the highest levels of MDA in sera were found in ani-
mals from groups G3 (Tc/ASTX/NFMX) and G4 (Tc/NFMX)
with 18.5 + 2.8 pmol/mL and 22.2 £ 1.7 pmol/mL, respec-
tively. Control groups, G5 (saline solution), G6 (NFMX),
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Table 2. Effects of ASTX in T cruzi infected Vero cell culture (24 h post-treatment).

ASTX or NFMX doses 1 png 5 ug 10 pg 20 pg 30 pg NFMX 400 pg
Parameters/Cell Tc Ve Tc Ve Tc Ve Tc Ve Tc Ve Tc Ve
1P + + + + _ _

EP + + + + _ _

Motility + + + + _

Viability + + + + + + + + - - +
Loss of cellular form - - - — — - — + + T
Integrity of the cell membrane + + + + + + + + — —_ +

ASTX dose (astaxanthin, 1-40 pg); NFMX (nifurtimox 400 pg); IP (intracellular parasite); EP (extracellular parasite); + (presence);
— (absence); Tc (Trvpanosoma cruzi); Ve (Vero cell). Integrity of the cell membrane was evaluated through Trypan Blue assay [28, 45].
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Figure 2. (A): Blood parasitemia observed in mice acutely infected
with Trypanosoma cruzi (Tc) and treated with astaxanthin (ASTX)
and/or nifurtimox (NFMX). Controls included infected animals with
no treatment at all (G1), or animals treated with ASTX and/or
NFMX without 70 cruzi infection (G5-G8). Blood samples (4 pL)
were collected and microscopically analyzed every other day from
days 5 to 30 post-infection. Mean number of parasites = SD, (B):
Detail of parasitemia for groups G3 (Tc/ASTX/NFMX) and G4 (T¢/
NFMX). Different characters above lines show statistical differ-
ences (p < 0.05) among treatments within the same day of sampling
according to Tukey’s test.

G7 (NFMX/ASTX), and G8 (ASTX), showed 6.3 + 1.7,
6.8 £05,8.7+22 and 8.9 £ 2 pmol/mL of MDA, respec-
tively, while the basal levels (mouse sera without manipulation
and treatment) were 4.0 = 0.4 pmol/mL (Fig. 6).
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Figure 3. Spleen size of animals experimentally infected with
Trypanosoma cruzi. Spleens were collected immediately after the
animal died due to infection or on the day of sacrifice (60 days post-
infection). Each bar represents the mean size value + SD. Statistical
differences (p < 0.05) among groups are shown with different
characters above the bars according to Tukey’s test.

Discussion

Several in vitro research studies have reported that the
antioxidants found in some plants might have a detrimental
effect on the viability of different parasites [1, 19] including
Trypanosomatids [29, 32, 48, 49]. In our laboratory, initial
in vitro results showed that ASTX induced T cruzi
trypomastigote death in a dose-dependent manner (Fig. 1).
Therefore, we wanted to address the question of whether
ASTX would be able to control an in vivo T cruzi infection
using a mouse model. Results did not support our hypothesis,
since ASTX did not control ir vivo parasitemia loads (Fig. 2A),
and the infected animals treated only with the antioxidant (G2)
died during the acute phase of infection, as occurred with
infected animals with no treatment (G1 group). Furthermore,
ASTX seemed to interfere with the efficacy of NFMX against
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Figure 4. Histological analysis of heart tissue sections from acutely Trypanosoma cruzi infected mice, treated with astaxanthin and/or
nifurtimox. Heart tissue sections from the left ventricle were processed on the day animals died (either due to infection or when euthanized on
day 60 post-infection). Tissue sections (5 pm) were stained with hematoxylin-eosin. Representative micrographs are shown for mice from the
following groups: (A) G1 (Tc); (B) G2 (Tc/ASTX); (C) G5 (saline solution); (D) G8 (ASTX). The micrograph from G5 could represent all
groups from G3 to G7; all of them were considered histologically normal. Black arrow, amastigote nests; white arrow, lymphoplasmacytic

infiltrate. (400x amplification).

Table 3. Myocardial histopathological abnormalities found in mice during the acute phase of T cruzi experimental infection (60 days post-

infection)

Parameters/group Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Focal lymphoplasmacytes - ++ + + — — — —
Diffuse lymphoplasmacytes + — — _ _ _ _ _
Cardiomyocyte necrosis + ++ + + — — — _
Amastigote nests (mean + SD) 35+ (3.9) 24 £+ (3.05) 0 0 0 0 0 0

Treatment groups: G1: T. cruzi; G2: T cruzi/ASTX; G3: T cruzi/ ASTX/NFMX; G4: T cruzi/NFMX; G5: saline solution; G6: NFMX; G7:
ASTX/NFMX; G8: ASTX. Abnormality scale: —, none; +, light; ++, moderate; and +++, severe [5]; +: standard deviation.

the parasites in vivo, since parasitemias observed in animals
from group G3 (Tc/ASTX/NFMX) were significantly higher
(p < 0.05) and longer (p < 0.05), than parasitemias found in
infected animals from group G4 treated only with NFMX
(Fig. 2B). Therefore, also considering the results reported by
Wen et al. [51], who found that PBN (phenyl-o-tert-butyl-
nitrone), a synthetic antioxidant, used in Sprague Dawley rats
infected with T. cruzi, did not decrease parasite load during
the acute phase of infection, it could be concluded that
the use of antioxidants is not indicated during this phase of
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Chagas disease. However, strong antioxidants, such as ASTX,
could still be useful during the chronic phase of Chagas
disease. This idea is supported by the findings of Magao
et al. [30] and Ribeiro et al. [42], who found that supplemen-
tation with vitamins E and C after the use of benznidazole for
the treatment of Chagas disease in humans reduced oxidative
stress, and contributed to minimizing the risk of chagasic
cardiomyopathy in chronically infected patients. If we con-
sider that ASTX is a stronger antioxidant than vitamins
E and C, and additionally that it has anti-inflammatory and
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Figure 5. Histological analysis of spleen tissue sections in acutely Tivpanosoma cruzi infected mice, treated with astaxanthin and/or
nifurtimox. Spleen tissue sections (5 pm) were obtained at 60 days post-infection or at the time the animals died due to infection, and stained
with hematoxylin-eosin. Representative micrographs of mice (BALB/c) from the following groups are shown: (A) G1 (Tc); (B) G2 (T¢/
ASTX); (C) G5 (saline solution); (D) G8 (ASTX). The micrograph from G5 could represent all groups from G3 to G7; all of them were
considered histologically normal. White arrow: lymphoid follicles; Black arrow: red pulp.

immunomodulatory properties [17, 34, 40], the question that
remains to be answered is whether ASTX supplementation,
after the administration of anti-chagasic agents such as
benznidazole or nifurtimox during the chronic phase of Chagas
disease, would be beneficial to improve chronic chagasic
cardiomyopathy.

When comparing the histopathological appearance of
the left ventricle from animals in groups Gl (Tc) and
G2 (Tc/ASTX), it was observed that G2 animals had an incre-
ment in the number of focal lymphoplasmacytic infiltrations
and necrotic cardiomyocytes, and a lower number of amastig-
ote nests (Figs. 4A, 4B and Table 3). These differences suggest
that ASTX had an immunomodulatory effect, which would
promote the strong immune reaction observed, accompanied
by a lower number of amastigote nests in cardiac tissue.
It has been reported that the immunomodulatory properties
of ASTX include the stimulated proliferation of T and
B lymphocytes and NK cells, production of pro-inflammatory
cytokines such as [L-1a and TNF-¢, as well as promoting an
increment in antibody production against various antigens
[4, 12, 39, 40]. Therefore, it would be interesting to
further study whether ASTX could be used as a therapeutic
drug in Chagas disease, either in combination with an
anti-T'  cruzi  non-oxidative stress-inducing drug or in
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combination with antiparasitic (prophylactic or therapeutic)
vaccines.

Splenomegaly has been reported in animals and humans
infected with T cruzi. This reaction is related to host inflamma-
tory responses to the parasitic infection [41], and reactive
oxygen species (ROS) generated by neutrophils and macro-
phages in the spleen [3, 4, 44], which induce the expression
of inflammatory genes that contribute to inflammation [26].
In the present study, animals from non-infected groups had
an average spleen size of 1.5 cm with normal histology.
In comparison, animals from all infected groups (G1-G4)
showed splenomegaly. The average spleen size for groups G1
(Tc) and G2 (Tc/ASTX) (Fig. 3) was 2.3 cm, i.e. 53% larger
in comparison with the non-infected control groups.
These spleens displayed hyperplasic lymphoid follicles
(Fig. 5A). Animals from group G3 (T¢/ASTX/NFMX) and
G4 (Te/NFMX) showed 33% (2.1 em) and 20% (1.8 cm)
larger spleens than normal animals, respectively (Fig. 3).
This inflammatory response could be partially explained by
the fact that, before infection was controlled by NFMX, there
was a period when parasites proliferated in the animals and
inflammation was triggered.

Oxidative stress is one of the main features of the immune
system that is triggered during the development of chagasic
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