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1. RESUMEN 

 

El conocimiento científico en torno al parásito Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas, en la actualidad 

permite diversificar estrategias que tienen la finalidad de solucionar o aminorar el problema. Entre estas 

medidas se encuentra el control del vector, desarrollo de agentes farmacológicos y vacunas de nueva generación, 

así como el uso de tratamientos alternativos que involucran extractos herbolarios con capacidad antiparasitaria. 

A pesar del poco éxito alcanzado, la OMS aun reporta 8 millones de personas infectadas en el mundo, 25 

millones en riesgo de contraer la infección y un registro de 10,000 muertes al año. En este contexto, el problema 

se ha globalizado ya que recientemente se han registrado casos de Chagas en lugares no endémicos. 

Actualmente solo los fármacos 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 epidemiológico de esta enfermedad podría ser un gran desafío, 

debido a la inexistencia de vacunas antiparasitarias efectivas, aunado a la resistencia farmacológica que 

últimamente se ha reportado en el parasito.  

Respecto a las estrategias vacunales, se han empleado antígenos de superficie del parásito como vacunas de 

ADN o proteínas recombinantes, las cuales han demostrado efectos inmunoestimulantes de las respuestas de 

tipo Th1 y Th2. En algunos casos, se ha controlado la carga parasitaria y el infiltrado inflamatorio, alcanzando 

mayor sobrevida en modelos de infección experimental. Sin embargo, estas medidas tienen limitantes 

terapéuticas, debido a que no se logra inmunidad estéril y/o las respuestas inmunitarias específicas son 

inadecuadas.   Recientemente, llama la atención el uso de antioxidantes exógenos como medida terapéutica 

contra la enfermedad. En esta relación, las vitaminas E y C han demostrado efectos positivos en cuanto a la 

evolución de la cardiomiopatía chagasica crónica. Tales efectos cardioprotectores, se atribuyen a una 

disminución en los niveles de estrés y daño oxidativo, los cuales se asocian a la sobre-activación del sistema 

inmunitario contra la enfermedad de Chagas y/o a los efectos adversos propiciados por terapéutica 

farmacológica. 

En la presente investigación evaluamos el efecto de la ASTX in vitro, en parásitos cultivados axénicamente y 

en co-cultivo con células Vero, e in vivo, donde se evaluó la suplementación de la ASTX en ratones BALB/c 

infectados con T. cruzi previamente inmunizados con TcVac1M. Los resultados in vitro muestran que la 

astaxantina tiene efecto detrimental sobre los parásitos, pero no cuando se cultiva con monocapa de células 

Vero. In vivo, la ASTX no mostró valor terapéutico frente a la infección pues los ratones murieron antes del día 

30 después de la infección y no contribuyo en el control de la parasitemia. Sin embargo, se mostró incremento 

en la infiltración linfo-plasmocítica de tipo focal en corazón, con reducción en el número de nidos de 

amastigotes, y en bazo los folículos linfoides fueron menos hiperplásicos en comparación con los grupos 

control. El uso de la vacuna TcVac1M y la suplementación con ASTX, no mostró control en la carga parasitaria 

y la vacuna por sí sola mostró 50 % de sobrevivencia comparado con el 25 % en los ratones suplementados con 

ASTX. También se observó una disminución en los niveles de estrés oxidativo y no hubo mejora en la 

producción de anticuerpos IgG. En tejido cardiaco la suplementación del antioxidante registró nidos de 

amastigotes con moderada infiltración linfo-plasmocítica, comparado con el grupo control vacunal el cual no 

registró nidos de amastigotes y el infiltrado fue ligero. De ahí que no se recomienda el uso de la ASTX durante 

la fase aguda de la infección por T. cruzi, ya sea solo o en combinación con fármacos terapéuticos. La vacuna 

TcVac1M por si sola induce una buena respuesta inmune contra la infección inducida por T. cruzi en ratones 

BALB/c. A pesar de lo reportado, son necesario nuevas estrategias vacunales y sería importante evaluar la 

ASTX en fase crónica de la enfermedad de Chagas y determinar si tiene potencial contra el desarrollo de la 

cardiomiopatía chagasica. 
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2. ABSTRACT 

 
The scientific advances regarding the knowledge about T. cruzi parasite 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 extracts that have shown potential against the parasite, but the success has not been complete 

since, despite advances, WHO 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 year. On the other hand, the problem has become 

globalized, as cases of the disease have been recorded in non-endemic areas. Currently, only the drugs 

Nifurtimox and Benznidazole have demonstrated efficacy in the treatment, with effects proportional 

to the chronicity of the disease and severe collateral damages and unfortunately no vaccine is 

available, additionally resistance to anti-parasitic drugs has been reported. Vaccine strategies include 

using surface antigens of the parasite as DNA vaccines or recombinant proteins and have been shown 

to stimulate Th1 and Th2 type responses, controlling in some cases parasitic burden and inflammatory 

infiltrate, which increases survival of the experimental model, however, sterile immunity and 

adequate and specific immune response have not been achieved, 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 

antioxidant therapy such as vitamins E and C decrease the levels of oxidative stress associated with 

Chagas disease, protecting the myocardium and controlling the progression to chagasic 

cardiomyopathy. In the present study, we evaluated the effect of ASTX in vitro on axenically cultured 

parasites and on co-culture with Vero cells. In vivo, ASTX supplementation was evaluated in T. cruzi-

infected BALB/c mice and supplementation of ASTX and the use of the recombinant TcVac1M 

vaccine. The results show that astaxanthin 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 infection and there was no control of parasitemia. However, an 

increase in focal type lympho-plasmacytic infiltration was shown in heart with reduction in the 

number of amastigotes nests, in spleen the lymphoid follicles were less hyperplastic compared to the 

control groups. The use of the TcVac1M vaccine and ASTX supplementation 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 antibodies. 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 was light. Therefore, we do 

not recommend the use of ASTX during the acute phase of T. cruzi infection, either alone or in 

combination with therapeutic drugs, and the TcVac1M vaccine alone induces a good immune 

response against the infection induced by T. cruzi in BALB/c mice. Despite the 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 potential effect against the development of chronic chagasic 

cardiomyopathy. 
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3. INTRODUCCIÓN  

 

Han pasado más 100 años desde el descubrimiento de la enfermedad de Chagas, sobre la cual 

se han realizado múltiples investigaciones para entender su comportamiento y generar 

estrategias terapéuticas o de control epidemiológico. Los métodos concernientes al 

tratamiento, permanecen insuficientes (Kowalska et al., 2011) pues aún no existe un 

tratamiento eficaz y la Organización Mundial de la Salud (OMS) reconoce que es una 

enfermedad tropical desatentida, con registros de aproximadamente 8 millones de personas 

infectadas en el mundo y más de 25 millones de personas en riesgo de infección en los países 

endémicos (OMS, 2017). 

 

Una de las afecciones más importantes vinculada a la enfermedad de Chagas, es la 

cardiomiopatía chagásica, en la cual se comprometen los cardiomiocitos y el sistema nervioso 

autónomo. En esta condición adversa, aún se desconoce si la fisiopatología es debida a la 

capacidad infectiva y de replicación del parasito en los cardiomiocitos o se debe a reacciones 

autoinmunes  del hospedero con el subsecuente incremento de estrés oxidativo (EO) (Dhiman 

et al., 2013; Zacks et al., 2005; Bonney & Engman, 2008). Lo que parece un hecho, es que 

estas respuestas participan de manera conjunta en la evolución de la cardiomiopatía, la cual 

puede culminar en insuficiencia cardiaca y muerte repentina del hospedero (Zacks et al., 

2005). 

 

Respecto al tratamiento, Nifurtimox (NFMX) y Benznidazol (BZN) son los únicos fármacos 

autorizados en varias regiones de América Latina, los cuales han demostrado eficacia 

terapéutica contra la enfermedad de Chagas, sobre todo durante la fase aguda.  Así mismo 

(NFMX y BZN), además de mostrar poca efectividad durante la fase crónica, conducen a 

efectos colaterales severos (Castro, 2014), así como al desarrollo de resistencia 

farmacológica por parte de los parásitos (Camandaroba et al., 2003). A estas limitantes, se 

suma la inexistencia de tratamientos vacúnales, por tanto, se vuelve necesario y urgente la 

búsqueda de tratamientos alternativos. 

 

Como parte de estas estrategias, en nuestro laboratorio se está trabajado desde hace varios 

años en el desarrollo de vacunas. Para este caso, los antígenos TcG2 y TcG4, que son 

proteínas situadas en la superficie de la membrana extracelular de Tripanosoma cruzi, y que 

se anclan a través de enlaces Glucosil-fosfatidil-inositol (GPI) han sido empleados. Su 

evaluación previa en varios modelos biológicos incluyendo el murino, permite que sean 

considerados de manera individual o con adyuvantes, candidatos viables para el desarrollo 

de vacunas.  Los resultados demuestran que estos antígenos despiertan una protección 

inmunitaria eficiente contra infección por T. cruzi (Bhatia & Garg, 2008; Bhatia et al., 2004),  
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lo que ha permitido incrementar la sobrevida de los ratones. Sin embargo, se requiere que la 

vacuna tenga la capacidad para despertar respuestas inmunitarias adecuadas, efectivas y más 

eficientes.  

 

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

de antioxidantes exógenos, podrían tener efectos protectores, si se incluyen en la dieta de los 

pacientes chagásicos crónicos (Wen et al., 2010; Ribeiro et al., 2010). Sin embargo, no 

existen reportes que hayan evaluado la efectividad de estos compuestos durante la fase aguda 

de la enfermedad. En esta relación, el pigmento carotenoide astaxantina (ASTX) (3,3ô-

dihidroxi-ɓ,ɓô-caroteno-4,4ô-diona), que se encuentra de manera natural en algunos animales 

marinos, es un antioxidante que pertenece a la familia de las xantofilas (Guerin et al., 2003). 

Se ha reportado que además de tener efectos cardioprotectores, fortalece el sistema 

inmunitario, debido a que se le atribuyen propiedades inmuno-moduladoras, anti-

inflamatorias y anti-cancerígenas (Chew et al., 2011; Goto et al., 2001; Iwabayashi et al., 

2009; Park et al., 2010). A fin de evaluar si la astaxantina tiene efectos cardioprotectores, 

inmuno-protectores, antiparasitarios o efectos terapéuticos en la enfermedad de Chagas. En 

el presente estudio se analizaron los efectos de la ASTX en cultivo de parásitos y la 

suplementación de la misma en ratones BALB/c infectados con la cepa NINOA de T. cruzi. 

Así mismo, también se evaluó la efectividad del tratamiento conjunto (vacuna 

TcVac1M/ASTX) en el mismo modelo biológico.   
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4. MARCO TEÓRICO  

 

4.1 Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas  

 

La Tripanosomiasis Americana (TA), también conocida como enfermedad de Chagas es una 

enfermedad parasítica tropical zoonótica potencialmente mortal. Afecta predominantemente 

estratos sociales marginados, debido a la predilección del hemíptero de la subfamilia 

Triatominae, que es su vector, y que reside en cabañas construidas con paredes elaborados 

de arcilla, bambú y palma, que son materiales que emplean personas de escasos recursos y 

extrema pobreza en los lugares endémicos. La enfermedad se cataloga como una Enfermedad 

Tropical Desatendida (del inglés Neglected Tropical Diseases) (OMS, 2017), donde 

desafortunadamente los residentes afectados mueren antes de ser diagnosticados (Kowalska 

et al., 2011). Recientemente se ha mencionado que el patrón epidemiológico de la 

enfermedad se ha extendido parcialmente, debido a migración de personas afectadas de áreas 

rurales endémicas a áreas urbanas (OMS, 2017). 

 

El agente etiológico T. cruzi (Chagas, 1909), desarrolla su ciclo de vida en hospederos 

vertebrados (mamíferos) e invertebrados (Triatominos), en donde ocupa diferentes estadios 

evolutivos. Fue descrito por el científico brasileño Carlos Chagas en el año de 1909 en Minas 

Gerais, después de aislar al parásito de Panstrongylus megistus, Carlos Chagas cultivó el 

parásito, reprodujo la infección en mamíferos y realizó observaciones del curso de la 

enfermedad en animales de laboratorio (Salazar-Schettino et al., 2016). Sin embargo, 

muestras antiguas conservadas muestran presencia de fragmentos de ADN de T. cruzi en 

momias de Perú de hace aproximadamente 9000 años (Aufderheide et al., 2004), aunque 

podrían asumirse muchos miles de años más atrás.  
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4.2 Tripanosoma cruzi 

 

Es un protozoario parásito, que adopta diferentes formas dependiendo de la etapa de su ciclo 

de vida, característicamente  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 círculos (Simpson, 1987) y corresponden al genoma mitocondrial generalmente 

localizado cerca del cuerpo basal del flagelo, taxonómicamente se clasifica de acuerdo a la 

siguiente imagen (Figura 1):  

Figura 1. Taxonomía de T. cruzi. Tomado de Rassi et al., 2012. 

 

Evolutivamente T. cruzi adopta varias formas evolutivas, distinguiéndose 3 formas 

características (Bogitsh et al., 2005): 

 

Amastigote: Adquiere forma intracelular, ovoide, con una base flagelar, presenta un tamaño 

promedio de 1.5-5 µm diámetro, con un núcleo largo y kinetoplasto prominente. Esta forma 

resulta de la diferenciación y división por fisión binaria del tripomastigote metacíclico una 

vez que infecto la célula (Figura 2). 

 

   

 

Figura 2. Micrografía electrónica de transmisión de un 

amastigote de T. cruzi. n, núcleo; k, kinetoplasto; m, 

mitocondria. Tomado y modificado de Silva et al., 2007. 

 

 

 

 

 

Epimastigote: Forma característica fusiforme, el kinetoplasto se encuentra en la parte anterior 

al núcleo y el flagelo en la parte posterior del parásito con una pequeña membrana ondulante, 
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principalmente se le encuentra en el intestino medio del triatomino, donde se diferencia a 

tripomastigote metacíclico, con capacidad de infectar a mamíferos incluyendo al humano 

(Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Epimastigote de T. cruzi teñidos con Giemsa. 

Telmed.org, 2009. 

 

 

 

Tripomastigote: Forma característica alargada y fusiforme conocida del parásito, con un 

tamaño promedio de 10-20 ɛm de largo y 1-3 ɛm de ancho, presenta una membrana 

ondulante que inicia en el kinetoplasto el cual se ubica en la región posterior del núcleo y 

termina en la región posterior en un flagelo, está estructura es soportada por estructuras 

tubulares que le ayudan al parásito a darle forma y flexibilidad (Figura 4).  

 

 

 

 

Figura 4. Tripomastigote de T. cruzi, N, núcleo; MO, 

membrana ondulante; k, kinetoplasto. Tomado y 

modificado de Telmed.org, 2009. 

 

 

 

 

4.6 Ciclo de vida del parásito 

 

El ciclo de vida del parásito inicia cuando un insecto Triatomino ingiere tripomastigotes de 

la sangre de un hospedero mamífero infectado (humano). Estos posteriormente pasan hasta 

la porción media del intestino, donde se diferencian en la forma de epimastigote y se 

reproduce por fisión binaria. Después los parásitos son propulsados hacia la porción posterior 

del intestino donde se diferencian a tripomastigotes metacíclicos. Una vez que el insecto 

Triatomino infectado se alimenta de la sangre de un mamífero incluido el humano, defeca 

cerca del lugar de la picadura. La acción mecánica causada por el escozor de la picadura 

provoca la entrada de T. cruzi al torrente sanguíneo. No obstante, T. cruzi, también puede 

atravesar las mucosas por una lesión preexistente (Rassi et al., 2012), Cuando T. cruzi alcanza 
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el torrente sanguíneo, puede infectar células retículo-endoteliales y conectivas. A nivel 

intracelular se diferencia en amastigotes que tienen la capacidad de multiplicarse por fisión 

binaria, o en su caso logra diferenciarse en tripomastigote sanguíneo. Este último, tras 

provocar lisis celular, en su forma libre puede infectar otras células adyacentes o diseminarse 

por vía torrente sanguíneo y linfático a otros sitios distantes como corazón, musculo y células 

ganglionares (Rassi et al., 2010) donde pueden permanecer latentes en forma de nidos de 

amastigotes, o ser potencialmente infectantes (CDC-DPDx, 2015) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, tomado y modificado de CDC-DPDx, 2015. 

 

4.3 Epidemiología 

 

Se tienen registros aproximados de 8 millones de personas infectadas con el parásito en el 

mundo y se estima que en países endémicos más de 25 millones de personas están en riesgo 

de contraer la infección en los países endémicos. Anualmente se registran de 

aproximadamente 56,000 nuevos casos y 10000 muertes. Los países endémicos con mayor 

prevalencia son: Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, 

El Salvador, Guyana Francesa, Guatemala,  Honduras, México, Nicaragua, Panamá, 

Paraguay, Perú, Surinam, Uruguay y Venezuela (OMS, 2017). Los últimos tres, se 

consideran los países de América Latina con mayor prevalencia debido a su posición 

geográfica sobre el Ecuador (Gascon et al., 2010). 

La enfermedad de Chagas es un problema de salud pública a nivel mundial, pues se han 

reportado casos en países no endémicos. Lo anterior se atribuye a un incremento en la tasa 
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de migración de personas infectadas, hacia Canadá, Estados Unidos, países de Europa entre 

los que se incluyen Francia, Italia, Suecia, Suiza e Inglaterra, también se han reportado casos 

de la enfermedad en países como Japón y Australia y España. Este último, se considera el 

país europeo que reporta el mayor número de infectados (47,000-67,000) (Roca et al., 2011). 

 

En México, se reporta que aproximadamente 1.1 millones de individuos podrían estar 

infectados con T. cruzi (Hotez et al., 2008). La Secretaría de salud registró 5,559 casos en el 

periodo de 2000 a 2012. La prevalencia básicamente fue en personas de entre 25 y 44 años 

de edad y los estados con mayor incidencia fueron Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatán, 

Chiapas, Guerrero y Jalisco. En 2013 con 762 nuevos casos y 729 en 2014, las defunciones 

registradas fueron 371 la mayoría en los estados de Oaxaca (54.7%) y Guerrero (15.4%) 

(Salazar-Schettino et al., 2016). En el Estado de México se documentó la presencia de 

anticuerpos-T. cruzi especifico en 7.1 % de los humanos muestreados (n=293) (Estrada-

Franco et al. 2006; Barbabosa-Pliego et al. 2009), a pesar de que fue considerado erradicado 

en el año de 1992 (Velazco-Castrejón et al., 1992). 

 

4.4 Carga económica de la enfermedad 

 

A pesar de ser una enfermedad olvidada, la enfermedad de Chagas es una de las enfermedades 

más costosas, ya que afecta principalmente a personas jóvenes productivas por las 

manifestaciones clínicas digestivas y cardiacas que se presentan, además de requerir 

tratamientos prolongados y cirugías que involucran la inserción de marcapaso, 

desfibriladores cardiacos y trasplantes de corazón, lo cual incrementa el costo del tratamiento 

y como resultado pérdida económica considerable (Abuhab et al., 2013). Se estima que 

anualmente la enfermedad tan solo para Estados Unidos y Canadá tiene un costo de 7.19 

billones de dólares al año y ambos países representan un 10 % del gasto total a nivel mundial 

(Lee et al., 2013). 

 

4.5 Transmisión 

 

La infección con T. cruzi se transmite a humanos principalmente por la mordedura de insectos 

hematófagos, los cuales fungen como vectores del parasito infectante. Pertenecen a la familia 

Reduviidae, orden Hemiptera (chinches), Subfamilia Triatominae. Algunas especies se 

distribuyen únicamente en regiones selváticas, los cuales se denominan con el mismo nombre 

(especies selváticas), otros debido a la actividad humana e invasión de su nicho ecológico, se 

han adaptado a los hogares o a las periferias, por lo que se denominan domésticos y 

peridomésticos respectivamente. 
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Popularmente se les ha nombrado de distintas maneras, tales como: chinche, chinche 

besucona, chipo, pito, bananom, chirimacha, chichâ, chupão, chupança, bicudo, fincão, 

protocó y vinchuca (Carlomagno et al., 1989). Entre las especies de  importancia 

epidemiológico se encuentran: Triatoma infestans en Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, 

Uruguay, Perú y Chile; Rhodonius prolixus en Colombia, Venezuela y algunos países de 

Centroamérica; Triatoma dimidiata en Ecuador, México, América Central, Rhodonius 

pallescens en Panamá (OPS, 2002) y T. rubida en México (Martínez-Ibarra et al. 2012). 

 

Por su parte México alberga una de las poblaciones de triatóminos más diversa, 

documentadas con 39 especies, De estas, al menos 21 de ellas se consideran vectores 

potenciales para T. cruzi y de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Chagas (Tabla 1) 

(Figura 6). 

 

 

 

 

 

Figura 6. Especies de Triatominos de importancia en México, vectores de T. cruzi, Tomado 

de (Salazar-Schettino et al., 2016).  

 

Otras formas de transmisión conocidas son: transfusional, ocurre principalmente en lugares 

endémicos por falta en el control de tamizaje a partir de donantes infectados. Este tipo de 

Tabla 1. Especies de Triatominos de importancia en México 

Triatoma barberi T. picturata (Meccus picturatus 

T. dimidiata Rhodnius prolixus 

T. pallidipennis (Meccus pallidipennis) Dipetalogaster maxima  

T. longipennis (Meccus longipennis) Panstrongylus spp. 

T. infestans T. gearslaeckeri 

T. mazzotti (Meccus mazzotti) T. mexicana 
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transmisión se ha acentuado en Europa por la migración de personas infectadas provenientes 

de varios países endémicos (Fumadó et al., 2014). 

Otra forma de transmisión es la congénita (vertical o connatal), ocurre cuando T. cruzi 

atraviesa la placenta de una madre seropositiva y logra infectar al embrión o al feto. Por otro 

lado, la infección también puede darse durante el parto, debido al contacto sanguíneo con las 

mucosas del recién nacido. Se estima que en Latinoamérica existen unos 2 millones de 

mujeres en edad fértil, susceptibles de transmitir el parásito al feto. Así mismo, se estiman, 

15,000 neonatos infectados en Latinoamérica y 2,000 en Norteamérica cada año.  

La transmisión oral se da por ingestión de líquidos o alimentos contaminados con T. cruzi a 

partir de heces del vector (Camandaroba et al., 2002). Por último, otra forma de transmisión 

es por accidentes de laboratorio. Este tipo de ocurrencia es rara y se debe a la manipulación 

de parásitos vivos (Rassi et al., 2012). 

 

4.7 Fases de la enfermedad de Chagas 

 

4.7.1 Fase Aguda 

Durante esta fase de la enfermedad, los signos y síntomas que preceden por la entrada del 

parásito al huésped se deben al desarrollo de una condición inflamatoria en el lugar de 

inoculación o en su caso sistémica. En muchos casos ocurre edematización del párpado 

(signo de Romaña), el cual se acompaña de linfadenopatía, fiebre baja, hepatomegalia, 

esplenomegalia, diarrea, espasmos musculares, disfunción respiratoria, coma, coloración 

azulada de las mucosas, dolores musculares y articulares. Aunque 70-95 % de los casos 

pueden ser  asintomáticos (Kowalska et al., 2011). El cuadro clínico suele aparecer de 4 a 10 

días post-inoculación mientras que el periodo de incubación puede prolongarse varios meses. 

Posterior a esta fase, ocurre un periodo de reactivación que conlleva a la fase aguda de la 

enfermedad de  Chagas, la cual se caracteriza por una infección activa, inflamación y daño 

al miocardio (Andrade, 1983). En este caso la miocarditis crónica y la subsecuente 

cardiopatía,  puede aparecer varios años después (Andrade, 1983), En este caso la miocarditis 

crónica y la subsecuente cardiopatía,  puede aparecer varios años después de la infección 

(Rassi et al., 2000). Aproximadamente en 1% de los casos, si los parásitos atacan 

violentamente los tejidos cardíacos o del sistema nervioso central, la infección puede causar 

muerte súbita del hospedero. Esta condición ha sido observado especialmente en niños 

menores de 1 año, cuya causa se atribuye a miocarditis aguda, efusión pericárdica y/o 

meningoencefalitis (Prata, 2001).  
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4.7.2 Fase crónica 

 

Cerca del 40% de los individuos infectados, al entrar en la fase crónica desarrollan 

alteraciones cardiacas y mientras que cerca del 10% desarrollará alteraciones  digestivas y/o 

neurológicas que resultan en considerable morbilidad y mortalidad a los 10 o 35 años 

posteriores (OMS, 2017). Es importante destacar que el daño causado por el parásito es 

irreversible, dejando consecuencias que a menudo imposibilitan a los pacientes a realizar sus 

actividades diarias, y muchas personas  mueren en edad productiva (Silveira y Dias, 2011; 

Silveira, 2011). En el desarrollo de cardiomiopatía dilatada, se asocian manifestaciones 

importantes como: hipertrofia ventricular, insuficiencia cardiaca progresiva, complicaciones 

trombo-embolicas y muerte repentina (Ribeiro et al., 2012). Cuando los tejidos del tracto 

digestivo están afectados por T. cruzi, se produce una dilatación patológica de la luz del colon 

y un esófago agrandado, condiciones denominadas como megacolon y megaesófago 

respectivamente, con lesión grave del sistema nervioso entérico (Rassi et al., 2010). 

 

4.8 Cardiomiopatía chagásica 

 

La enfermedad de  Chagas es la infección parasítica que afecta de forma más severa al 

corazón en forma crónica (Rassi et al., 2012). El daño al miocardio por causa de la 

enfermedad se clasifica en diferentes etapas. La primera nombrada A en donde los 

electrocardiogramas (ECG) son normales sin ninguna alteración; la segunda se conoce como 

B, en esta etapa se presentan algunas anormalidades en los ECG e indican progresión de la 

enfermedad. Tanto en A como B puede haber muerte repentina. En las etapas C y D, aparecen 

síntomas de falla cardiaca (Andrade et al., 2010), tempranamente hay fallas en el sistema de 

conducción del corazón y frecuentemente bloqueo de rama derecha o bloqueo fascicular 

anterior izquierdo (Ribeiro et al., 2013), ventrículo izquierdo segmentario (Barros et al., 

2001) y disfunción diastólica (Garcia-Alvarez et al., 2010), con miocarditis en todas las 

cámaras, persistencia del parásito en tejido cardiaco (Benvenuti et al., 2008), lesión 

miocárdica inmuno-mediada y trastornos microvasculares. Dichas lesiones van  siendo 

reemplazadas por fibrosis miocárdica intersticial (Ferrans et al., 1988), adelgazamiento de 

las paredes ventriculares, aneurisma apical, destrucción generalizada de células miocárdicas, 

edema, infiltración linfocítica del miocardio y cicatrización de la conducción (Figura 7). 
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Figura 7. A, Vista macroscópica externa 

de corazón chagásico con abultamiento 

apical típico. B, Sección frontal con 

aneurisma apical y agrandamiento leve 

de los cuatro Cámaras cardíacas. Tomado 

de (Marin-Neto et al., 2007). 

 

 

 

 

De un 60 a 70 % de los infectados en fase crónica estarán en la fase indeterminada, la cual 

no tiene síntomas clínicos y se caracteriza por positividad a anticuerpos contra T. cruzi en 

suero, con exámenes radiológicos normales de pecho, esófago y colon. La cardiomiopatía 

dilatada es la manifestación más severa de la enfermedad de Chagas en fase crónica. Afecta 

de un 30 a 40 % de los pacientes chagásicos crónicos caracterizado por disfunción 

ventricular, falla cardiaca, arritmias, tromboembolismo y muerte repentina (Ribeiro et al., 

2012) y forma digestiva, como megaesófago y megacolon de 10 a 30 años de haberse 

producido la infección, en esta etapa puede surgir la reactivación de la enfermedad de Chagas 

debido a que los pacientes están inmunológicamente comprometidos (Rassi et al., 2010). 

 

Se sugiere por métodos convencionales y moleculares que la persistencia del parásito y la 

inflamación crónica, son responsables del daño al miocardio en infección crónica con T. cruzi 

en lugar de mecanismos autoinmunes, y las anormalidades en la microvasculatura coronaria 

y denervación cardiaca contribuyen a la patogénesis de la lesión crónica (Marin-Neto et al., 

2007). 

 

4.9 Diagnóstico de la enfermedad de Chagas  

 

El diagnóstico de la enfermedad en fase aguda se basa principalmente en la detección de la 

motilidad del tripomastigote por examinación microscópica de sangre no coagulada o por 

gota fresca, también se puede realizar una tinción con Giemsa y frotis por gota gruesa. El 

microhematocrito es una buena opción por su alta sensibilidad en la detección de infección 

congénita (Rassi et al. 2012), el uso de prueba serológica no es adecuado en fase aguda, 

aunque la detección de inmunoglobulinas M (IgM) anti-T. cruzi puede ser usado, sin 

embargo, no está ampliamente disponible ni estandarizada. En fase crónica, la mejor opción 

es el análisis serológico de inmunoglobulinas de tipo G (IgG) específicas que unen a 
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antígenos de T. cruzi, debido a que la parasitemia es baja e intermitente en esta fase (Figura 

8). La prueba de ELISA, inmunofluoresencia y hemaglutinación indirecta son los métodos 

más comúnmente usados. La PCR no es de mucha ayuda en el diagnóstico rutinario debido 

a la falta de estandarización de la técnica y a los resultados variables entre laboratorios y 

países, sin embargo debido a su alta sensibilidad podría ser empleado como una herramienta 

complementaria a las metodologías actualmente disponibles (Rassi et al. 2010; Rassi et al. 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Etapas y tiempo de la enfermedad de Chagas, tomado y modificado de Rassi et al., 

2012. 

 

4.10 Inmunidad durante la enfermedad de Chagas 

 

La infección con T. cruzi, es detectado por moléculas y células del sistema inmune innato y 

adaptativo los cuales interactúan con proteínas y ADN del parásito y participan en la 

resistencia a la infección (Tarleton, 2007). Aunque la inmunidad contra la infección de T. 

cruzi, dependa críticamente de las linfocitos T, se ha reportado que las células NK son activas 

tempranamente durante la infección con tripomastigotes de T. cruzi, para la producción de 

citosinas que activan macrófagos, inducen muerte a los parásitos e inducen una respuesta 

celular T de tipo Th1 (Cazorla et al., 2009). 

 

4.11 Tratamiento  

 

El único tratamiento para la enfermedad de Chagas, autorizado por la OMS se basa en 2 tipos 

de medicamentos Nifurtimox (NFMX) y Benznidazol (BZN) (Nitrofuranos y 

nitroimidazoles), estos fármacos muestran gran variación en la susceptibilidad del aislado del 
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parásito. La eficacia del tratamiento antiparasitario es inversamente proporcional a la 

cronicidad de la enfermedad, de disponibilidad limitada y de distribución inestable, aunado 

a que su administración está asociado con efectos colaterales serios (Kowalska et al., 2011) 

y de administración prolongada, además de que se ha informado resistencia de los parásitos 

a la quimioterapia empleada en varias regiones de América Latina (Camandaroba et al., 

2003), pese a lo anterior, ambos fármacos son los únicos de probada eficacia con actividad 

significativa durante la fase aguda de la enfermedad, con cura parasitológica en cerca del 80 

% de los pacientes por eliminación de la parasitemia (Rassi et al. 2000). Usualmente se 

recomienda en niños dosis de 5 a 10 mg/kg/día de BZN por 60 días o 15 mg/kg/día de NFMX 

por 60 a 90 días, en el caso de los adultos 5 mg/kg de BZN y 8-10 mg/kg/día de NFMX por 

60 días. 

 

Los efectos adversos varían entre fármacos, en el caso del BZN es muy generalizado algunas 

veces dermatitis alérgica localizada de intensidad leve a moderada (20 -30 %), neuropatía 

sensitiva periférica dosis dependiente (5-10 %), leucopenia y supresión de medula ósea, 

náuseas, vómitos, anorexia, pérdida de peso, insomnio, pérdida de gusto y onicólisis. Para el 

NFMX se ha reportado síntomas gastrointestinales (50 %), que incluyen, anorexia, pérdida 

de peso, vómito y diarrea, los efectos adversos mencionados para ambos fármacos son 

menores en niños (Rassi et al., 2009). 

 

Adicionalmente se están desarrollando nuevos medicamentos antiparasitarios por ejemplo el 

posaconazol, tioridazina y alopurinol,  que han demostrado ser potenciales en la cura de la 

infección por T. cruzi en modelo murino, sin embargo, los fármacos para el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas no son interesantes para las industrias farmacéuticas y solo 2 fármacos 

han entrado a fase clínica II (posaconazol y ravuconazol) (Leslie, 2011) y  ninguna vacuna 

está actualmente disponible. 

 

4.12 Vacunas  

 

Desde el desarrollo de la primer vacuna por Edward Jenner en 1796 contra la viruela humana, 

la temática de las vacunas ha evolucionado drásticamente, en un principio se usaban vacunas 

atenuadas a partir del patógeno vivo y atenuado por subsecuentes infecciones en cultivo 

celular o por métodos físicos y químicos, estas vacunas son capaces de inducir respuesta 

humoral  (Th1) y celular (Th2) (Shroff et al., 1999) tal como se demostró para vacunas contra 

la polio, viruela, tuberculosis, rubeola y varicela. Sin embargo, este tipo de vacunas 

presentaba el riesgo de reversibilidad como en el caso de algunas cepas de VIH (Giese, 1998). 

Posteriormente se desarrollaron vacunas que empleaban el patógeno muerto mediante 

métodos físicos y químicos como en el caso de vacunas contra el cólera, tifoidea, tétanos y 
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difteria, sin riesgo de desencadenar la enfermedad mostrando una respuesta Th1 

principalmente, menos intensa y duradera, pero necesitaban refuerzo y requerían de 

adyuvantes para potencializar la respuesta inmune. Posteriormente se desarrollaron vacunas 

que emplearon subunidades antigénicas, tales como proteínas del patógeno, ribosomas, y 

lipopolisacáridos. Esta metodología fue desarrollada para vacunas contra tosferina, hepatitis 

B, enfermedad neumocócica e influenza B. Todos estos tipos de vacunas son los 

denominados vacunas clásicas (Lopez et al., 2004). 

 

Por tanto, podemos mencionar que una vacuna, es una sustancia producida a base del 

patógeno, vivo o atenuado, o fracciones proteicas del mismo, capaz de inducir una respuesta 

inmune protectora, especifica y duradera contra infecciones futuras contra el agente 

infeccioso y que sea inocuo.  

 

4.13 Mecanismo de acción general de las vacunas clásicas 

 

El objetivo de las vacunas es simular el proceso de primer contacto con el patógeno e inducir 

una respuesta inmune potente adquirida y específica vía anticuerpos y células citotóxicas 

contra el agente infeccioso en caso de tener contacto con él en un futuro (), a partir de 

determinantes antigénicos y llevar acabo la inmunización o sensibilización para generar 

memoria inmune y aventajar el tiempo natural de la respuesta inmune adquirida, posterior a 

la inoculación y dependiendo de la vía de la misma, las células presentadoras de antígenos 

(CPA) tiene contacto con el antígeno y estas empiezan a secretar citosinas y quimosinas para 

aumentar la respuesta inmune, posteriormente estas células viajan por el torrente sanguíneo 

hasta la médula ósea y a los ganglios linfáticos donde tienen contacto con linfocitos B de 

memoria y linfocitos T, los cuales serán activados y los primeros sintetizaran anticuerpos que 

reconocerán y neutralizarán los antígenos de la vacuna y también inducirán la proliferación 

de las células de memoria (Revisado en Lopez et al., 2004). 

 

4.14 Vacunas de tercera generación 

 

Con el avance de la biología molecular, celular e inmunología se desarrollaron vacunas 

denominadas de nueva generación o de ADN (Mota-Sánchez, 2009), los cuales emplean 

técnicas de la biotecnología e ingeniería genética, para modificar genéticamente 

microorganismos patógenos a partir de cepas virulentas y hacerlos no patógenos, péptidos 

recombinantes sintéticos a partir de una secuencia antigénica y producidas químicamente y 

vacunas genéticas. Este último a partir de vectores bacterianos o víricos (Lopez et al., 2004) 

y vacunas de ADN desnudo, una de sus características  es que no se administra la molécula 
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inmunizante sino la secuencia genética que lo codifica, desencadenando una respuesta 

humoral leve y celular y ofreciendo ventajas como seguridad (no incluye organismos vivos), 

se pueden modificar los antígenos codificados en los plásmidos, menor costo por producción 

a gran escala, estabilidad y vida media mayor (Shedlock & Weiner, 2000). 

 

El sitio de inoculación, así como en las vacunas clásicas, es un punto determinante para la 

inducción de la respuesta inmune exitosa, pues se sabe que solo del 1 al 10% del ADN 

inoculado como vacuna se procesa adecuadamente y expresa la proteína (Reyes-Sandoval & 

Hildegun 2001; Huygen, 2005), siendo musculo, piel y mucosas las rutas más comunes 

empleadas para este tipo de vacunas, pudiendo aplicarse mediante inyección directa, por 

pistola génica, este último con un porcentaje alto de éxito, debido a que penetra la piel hasta 

la capa subdérmica permitiendo la transfección directa de las células blanco (Shedlock y 

Weiner 2000; Huygen 2005) como las células musculo-esqueléticas y células presentadoras 

de antígenos que, si bien, estas últimas son ideales para la activación de células inmunitarias 

mediante presentación de antígenos, estas células lo pueden tomar de otras células mediante 

presentación cruzada (Srivastava y Liu, 2003). 

 

4.15 Electroporación  

 

La electroporación es un método físico que permite 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 permeación (Drabick et al., 2001). Es una herramienta que se ha empleado para la 

aplicación de vacunas génicas como nuevo método de entrega vacunal en la región dérmica, 

diversos estudios apuntan a que es una buena estrategia para inducir una buena respuesta 

inmunológica posterior a la aplicación debido a que es una región donde se pueden encontrar 

una buena cantidad de células presentadoras de antígenos, además de que es un método 

eficiente de entrega de la vacuna. Varios trabajos recientes reportan que el uso de la 

electroporación como método para liberar una vacuna, potencializa el efecto del mismo, 

estimula una respuesta inmune durable (Kulkarni et al., 2014) y facilita a las células 

presentadoras de antígenos (CPA), células de Langerhans (CL) y células dendríticas (CD) su 

captación, además de ser poco invasiva y bien tolerada (Lamolinara et al., 2015) se ha 

reportado que induce respuesta Th1 y Th2. 
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4.16 Mecanismo de acción de vacunas génicas 

 

La inducción de la respuesta inmunitaria inicia cuando el ADN plasmídico penetra la célula 

y se trasloca al núcleo, donde se inicia la transcripción, los transcritos, se mueven al 

citoplasma y se traducen. Las proteínas recién sintetizadas entran al proteosoma y se 

degradan en fragmentos de 8-10 aminoácidos, posteriormente se transportan al retículo 

endoplásmico y de ahí se vincula con el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC-1), 

los péptidos afines entran a la vía secretora y llegan a la superficie de la membrana celular 

donde se acoplan con el receptor TcR de los linfocitos T citotóxicos CD8+. Las proteínas 

exógenas fagocitadas entran vía endosóma y se degradan en fragmentos de 25 aminoácidos 

y estos se vinculan con el MHC-2, posteriormente tras la unión del complejo MHC-péptido 

con la TCR de los linfocitos T, se da la señal 1, la cual es insuficiente para una buena 

respuesta inmunológica (Srivastava & Liu 2003), por lo que es necesaria una segunda señal 

para activar linfocitos CD4+ y CD8+, previamente la señal 0 se inicia cuando las CPA se 

activan por ciertas citosinas pro-inflamatorias dando como resultado sobreexpresión de 

citosinas pro-inflamatorias y favoreciendo la presentación del antígeno inicial por las CPA 

en la señal 1 en su mayoría células dendríticas (CD) (Huygen 2005). Estas células migran a 

los ganglios linfáticos donde activan a las células T y B inmaduras, una vez  activadas, los 

linfocitos T, dejan los ganglios, migran por gradiente de quimosinas e inician su etapa 

efectora y secretan sustancias tóxicas como las perforinas producidas por las células CD8+ o 

inflamatorias y las interleucinas secretadas por las células CD4+ (Figura 9) (Donnelly et al., 

2005; Huygen, 2005). 

 

Los linfocitos B se activan, cuando su receptor BcR tiene contacto con los antígenos, 

producidos por la expresión del plásmido transfectado, los linfocitos B activados cambian de 

isotipo al hipermutar la región variable de las inmunoglobulinas, generando clonas cuya 

afinidad por un antígeno en específico es mayor, posteriormente los linfocitos B se van a 

diferenciar a células de memoria o plasmáticas, para continuar con la producción de 

anticuerpos (Donnelly et al., 2005; Huygen, 2005). 

 

A pesar de que las vacunas génicas han demostrado ser efectivas en  modelo murino, no lo 

son tanto cuando se prueban en otros mamíferos, donde la respuesta es débil (Kutzler & 

Weiner 2008), Para mejorar la respuesta, al igual que en las vacunas clásicas, se emplean 

adyuvantes que potencian el efecto de las vacunas. En este caso los adyuvantes genéticos 

como las interleucinas (IL) de tipo Th1 (IL-12, INF-ɔ, IL-15 e IL-18) y Th2 (IL-4, IL-10 e 

IL-13), así como del factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). 

Una nueva propuesta vacunal incluye el uso de proteínas recombinantes usadas como 
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refuerzo de vacunas génicas para aumentar la respuesta inmunológica humoral y celular 

(Donnelly et al., 2005; Huygen, 2005; Kutzler & Weiner 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Mecanismo de Acción de una vacuna de ADN. Tomado y modificado de (Donnelly 

et al., 2005). 

 

4.17 Vacunas profilácticas y terapéuticas para la enfermedad de Chagas  

 

El uso de vacunas génicas como agentes profilácticos y terapéuticos se presenta como una 

alternativa prometedora, para reducir el riesgo de infección de la enfermedad de Chagas a un 

costo relativamente bajo y con posibilidades de alcanzar a la población en riesgo de las zonas 

endémicas y marginadas (Plotkin, 2008). Distintos trabajos con un sin número de propuestas 
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prometedoras han mostrado control de la carga parasitaria y aumento de la sobrevida de los 

ratones y otros modelos biológicos infectados con T. cruzi (Tabla 2). A pesar de todos los 

esfuerzos realizados hasta ahora, no hay vacunas  disponibles (Urbina & Docampo, 2003), 

por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para resolver los problemas 

actuales observados en la experimentación con las vacunas de nueva generación. 

 

Varios grupos de investigación en el mundo han estudiado distintas estrategias en el 

desarrollo de vacunas de ADN contra T. cruzi (Tabla 2),  una de estas es la referente a genes 

que codifican antígenos de superficie del parásito, perteneciente a la familia de las 

transialidasas referidas como ASP-1, ASP-2 y TSA-1, ya que al inmunizar ratones C57BL/6  

y desafiarlos con T. cruzi, mostraron protección contra la infección en un 30 a 60 %, pero 

con poca producción de anticuerpos y actividad de linfocitos T citotóxicos. Sin embargo, 

cuando se co-administraron con genes IL-12 y GM-CSF como adyuvantes, la resistencia, 

actividad citotóxica y producción de anticuerpos aumentaron, incluidos la sobrevivencia, la 

cual fue del 80%, disminuyendo la parasitemia, inflamación y daño en tejido cardiaco (Garg 

& Tarleton 2002).  

 

Por otra parte, una secuencia genética conocida como Clon-9 relacionada a ASP-2 ha 

demostrado que ratones BALB/c inmunizados con esta vacuna y desafiados con cepa Y de T. 

cruzi, induce la producción de anticuerpos específicos y secreción de IFN-ɔ por parte de 

linfocitos CD4+ aumentando la sobrevida de los ratones (Boscardin et al., 2003). Se ha 

evaluado también la participación de las células T NK contra infección inducida por T. cruzi 

(cepa Tulahuén), para ello ratones deficientes de CD1-d deficientes infectados, mostraron 

que la ausencia de las células NK no incrementa la susceptibilidad a la infección y la 

parasitemia, la sobrevivencia reportada fue muy parecida a la de ratones normales. 

Posteriormente se determinó que las células NK participaban en la inmunidad inducida por 

la inmunización con la secuencia del gen pTSSA perteneciente a la familia de transialidasas 

(Miyahira et al., 2003). Además, la inducción y activación de estas células pueden tener 

efectos adversos, sobre la inmunidad protectora inducida por la vacunación con ADN, 

posiblemente porque las células NK tienen receptores tipo Toll capaces de reconocer las 

células infectadas con parásitos y probablemente las células transfectadas son suprimidas y 

por lo tanto, la activación de la respuesta inmune disminuye (Arce-Fonseca et al., 2015). 

 

Otros antígenos de la familia de las transialidasas involucran a los genes TcSP y TcSSP4 y 

proteínas recombinantes nombradas de la misma manera, los cuales mostraron para el primer 

antígeno, una respuesta mezclada de tipo Th1/Th2 y para el segundo la producción de IFN-

ɔ, el cual fue detectado tempranamente posterior a la inmunización, sugiriendo una respuesta 

tipo Th1. Al infectar  a los ratones BALB/c con T. cruzi cepa H8, solo los vacunados tuvieron 
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disminución en el pico de parasitemia y aumento en la sobrevida de los ratones (Arce-

Fonseca et al., 2011). 

 

Se han evaluado por otra parte proteínas antigénicas tal como la cruzipaina, una enzima 

secretada por el parásito y considerada un factor de virulencia, la cual demostró que la 

inmunización con esta molécula estimuló una respuesta de los linfocitos T citotóxicos (CTL)  

capaz de reconocer y lisar células infectadas con T. cruzi (Scnapp et al., 2002). 

  

Otros experimentos han probado polisacáridos de la pared bacteriana para modular el sistema 

inmune inducido por la respuesta de un plásmido denominado P154/13 también de las 

transialidasas demostrando disminución de la parasitemia, y aumentó de la respuesta Th1 

específica, concluyendo que el uso de adyuvantes puede mejorar la respuesta y protección de 

la vacuna de ADN (Maussalem et al. 2006). 

 

Tabla 2. Antígenos recombinantes empleado como estrategia vacunal contra infección 

experimental de T. cruzi. Tomado de Arce-Fonseca et al., 2012. 
Vector Modelo Respuesta 

inmune 

% 

sobrevivencia  

Antígeno recombinante Referencia  

pCMVI.UBF3/2  C57BL/6  Th1 -1 30-60  ASP-1, ASP-2, TSA (Garg & Tarleton, 2002) 

pcDNA3  BALB/c  Th1  100  Clon 9 (ASP-2) (Boscardin et al., 2003) 

pCMV  BALB/c  ND  25-100  TSSA (Miyahira et al., 2003) 

pcDNA3  BALB/c  Th1  ND  Dominio catalítico de una  

transialidasa 

(Mussalem et al., 2006) 

pcDNA3.1  C57BL/6  Th1  ND  TcG1, TcG2, TcG4 (Bhatia & Garg 2008) 

pBK-CMV  BALB/c  Th1/Th2  92  TcSP (Salgado-Jiménez et al. 

2013) 

pBK-CMV  BALB/c  Th1  75  TcSSP4 (Arce-Fonseca et al. 2011) 

pBK-CMV  Perros Beagle  Th1  100  TcSP, TcSSP4 (Arce-Fonseca et al. 2013) 

pSCREEN  BALB/c  Th1  ND  Cruzipaina (Schnapp et al., 2002) 

pcDNA3  C3H/HeN  Th1  100  Cruzipaina (Cazorla et al. 2008) 

pCMV  C57BL/6J  Th1  80  LYT1 (Fralish y Tarleton, 2003) 

Virus Vaccinia  BALB/c  Th1 25-50  Epitope ANYNFTLV (Miyahira et al. 2005) 

pcDNA3.1  BALB/c  ND  70  Tc13 (García et al., 2006) 

  

pCMV4  BALB/c y 

C57BL/6 

transgénicos  

Th1  75  PFR2 y PFR3 (Morell et al., 2006) 

pcDNA3.1  Ratas 

Holtzman  

Th1/Th2 ND  Beta quimiocina 

CCL4/MIP-1  

(Roffe et al., 2006) 

ND: No determinado 

Por otro lado, mediante el uso de la base de datos de secuencia de T. cruzi (El-Sayed et al., 

2005) y programas bioinformáticos, se pasó directamente de la información secuencial a la 

identificación antigénica objetivo y el diseño de vacunas (Bhatia et al., 2004), para ello se 

identificaron genes de anclaje de proteínas a través de enlaces GPI o proteínas de superficie 

secretadas por T. cruzi denominadas como TcG1-TcG8, los cuales son considerados buenos 

candidatos para el desarrollo de vacunas. A parir de la caracterización molecular y 
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bioquímica se identificó a tres candidatos vacunales TcG1, TcG2, TcG4 que son secuencias 

conservadas en el genoma de las cepas de T. cruzi de importancia clínica. Estos se expresan 

en diferentes etapas de desarrollo (tripomastigotes y amastigotes) del parásito y despiertan 

inmunidad en varios hospederos. Los candidatos seleccionados fueron reconocidos por 

anticuerpos líticos y células T CD8+ en ratones infectados (Bhatia & Garg, 2008).  

 

Los antígenos TcG1, TcG2, TcG4 clonados en plásmidos de expresión y los adyuvantes 

genéticos IL-12 y GM-CSF, ya fueron probados en modelo murino, donde se observó 

aumento de la supervivencia y disminución de la carga parasitaria en ratones inmunizados, 

con una respuesta inmune asociada a un perfil de isotipos dominante IgG2b/IgG1, donde los 

niveles de IFN-ɔ, de factor de necrosis tumoral (TNF), así como de infiltrado inflamatorio en 

corazón fueron disminuidos (Gupta & Garg, 2010; Bhatia & Garg, 2008). 

 

Nuestro grupo de investigación ha propuesto varias estrategias vacunales experimentales con 

antígenos TcG2 y TcG4 y adyuvantes genéticos en perros infectados con T. cruzi. La vacuna 

TcVac1 (TcG1, TcG2, TcG4) y citosinas como: IL-12 y GM-CSF, elicitaron una respuesta 

específica contra el antígeno y el parásito con un perfil IgG2>IgG1, mostrando control de la 

parasitemia,  sin embargo no controló la carga parasitaria y se presentó moderado daño 

cardiaco, comparado con los perros no vacunados (Aparicio-Burgos et al., 2011).  Un estudio 

similar se realizó un año antes con la vacuna TcVac2 (TcG1, TcG2, TcG4, IL-12 y GM-CSF) 

más refuerzo de proteína recombinante, con los mismos antígenos y citosinas en ratones 

C57BL/6 infectados con T. cruzi, (Silvio X10/4), se reportó que en este estudio, la vacuna 

indujo una fuerte respuesta de anticuerpos antígeno específico (IgG2b>IgG1) y un nivel 

moderado de proliferación linfocitaria en los ratones y elicitó una respuesta substancial de 

células T CD8+ asociadas con citosinas tipo 1 IFN-ɔ y TNF-Ŭ, controlando la carga 

parasitaria en fase aguda, en fase crónica la respuesta mostro persistencia de anticuerpos 

(Gupta y Garg, 2010). 

 

Recientemente nuestro grupo de investigación ha adoptado una nueva estrategia de 

administración y entrega de la vacuna TcVac1M a partir de la técnica de electroporación 

aplicada intradérmicamente, los resultados demuestran que el tipo de administración vacunal 

induce una buena respuesta inmune contra el parásito, por altos títulos de anticuerpos para 

grupos de ratones BALB/c vacunados, mostrando un cambio de perfil inmunitario de Th1 

(IgG2b/IgG1>1) a Th2 (IgG2b / IgG1 <1) (Hegazi-Hassan, en proceso). 

 

El uso terapéutico de las vacunas de ADN contra la enfermedad de Chagas podría mejorar la 

efectividad del tratamiento actual y así proporcionar un mejor pronóstico para el paciente y 

estas vacunas para uso terapéutico no han demostrado efectos tóxicos. 
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Las vacunas de ADN profiláctico o terapéutico han demostrado que reducen la duración y 

los signos de la fase aguda, mientras que en la fase crónica se ha disminuido la gravedad del 

daño cardíaco y por tanto prolonga la vida de los pacientes (Arce-Fonseca et al., 2015). Sin 

embargo, pese a todo lo desarrollado, los métodos clásicos y de nueva generación en el 

desarrollo de vacunas, están lejos de estimular una adecuada respuesta inmune protectora 

efectiva. 

 

4.18 Estrés oxidativo en la enfermedad de Chagas 

 

Otro factor detectado como respuesta a la infección y desarrollo de la enfermedad de Chagas, 

es el estrés oxidativo, generado por la alta producción de radicales libres, que son moléculas 

químicas que en su estructura atómica presentan un electrón impar en el orbital externo, 

dándole una configuración espacial que genera gran inestabilidad y reactividad (Chauhan & 

Chauhan, 2006), y que fueron descubiertos en 1900 por Moses Goember (Henderson, 2000). 

Para alcanzar su estabilidad electroquímica necesitan sustraer el electrón faltante de un átomo 

o molécula más cercana, pero si no es controlado, pueden desencadenar una reacción en 

cadena. 

 

Los radicales libres son de vida corta (milisegundos) y se producen por diferentes 

mecanismos metabólicos normales entre los que se encuentra la cadena respiratoria 

mitocondrial, la cadena de transporte de electrones y las reacciones de oxidación, dando 

como productos Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), es irónico pensar que el oxígeno un 

elemento indispensable para la vida,  bajo ciertas condiciones tenga efectos deletéreos y 

nocivos para el cuerpo humano (revisado en Lobo et al., 2010), existen otras moléculas 

pertenecientes al grupo de los radicales libres, conocidos como: especies reactivas de 

nitrógeno (ERN), especies reactivas de cloro (ERC), las  principales especies reactivas del 

oxígeno se muestran a continuación (Tabla 3): 
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Tabla 3. Principales radicales libres presentes en estrés oxidativo  

Radicales libres Descripción  

O2-, anión superóxido Estado de reducción de un electrón de O2, formado por reacciones 

de auto-oxidación y por la cadena de transporte de electrones, no 

es reactivo, pero puede liberar Fe2+ de las proteínas de hierro-

azufre y ferritina. Dismuta para formar H2O2 espontáneamente o 

por catálisis enzimática y es un precursor para la formación de OH 

catalizado por metal. 

H2O2, Peróxido de 

hidrogeno 

Estado de reducción de dos electrones, formado por dismutación 

de O2- ó por reducción directa de O2. Soluble en lípidos y por lo 

tanto capaz de difundir a través de las membranas. 

OH, Radical Hidroxilo Estado de reducción de tres electrones, formado por reacción de 

Fenton y descomposición de peroxinitrito, extremadamente 

reactiva. 

ROOH, Hidroperóxido 

orgánico 

Formado por reacciones de radicales con componentes celulares 

tales como lípidos y nucleótidos. 

RO, radicales peroxi, 

alcoxi y ROO,  

Radicales orgánicos centrados en el oxígeno. Las formas lipídicas 

participan en las reacciones de peroxidación lipídica. Producido en 

presencia de oxígeno por adición de radicales a enlaces dobles o 

por extracción de hidrógeno. 

HOCl, acido 

hipocloroso 

Formado a partir de H2O2 por la mieloperoxidasa. Lípidos solubles 

y altamente reactivos. Oxida proteínas, incluyendo grupos tiol, 

amino y metionina. 

ONOO-, peroxinitrito Formado de reacción entre O2- y NO. Lípidos solubles y similares 

en reactividad al ácido hipocloroso. La protonación forma el ácido 

peroxinitroso, que puede sufrir escisión homolítica para formar 

radicales hidroxilo y dióxido de nitrógeno. 

Tomado y modificado de lobo et al., 2010 

 

Los radicales libres participan en eventos fisiológicos como la respuesta inmune, incluso, 

estas moléculas son utilizados en fagocitosis, metabolismo de ácidos grasos insaturados y 

reacción inflamatoria (Abd Ellah, 2010), favorece también la síntesis de colágeno, 

prostaglandinas, activa enzimas en la membrana celular, sistema citocromo p450 y disminuye 

la síntesis de catecolaminas (Liu et al., 1999). Por otra parte se ha reportado que favorecen 

la quimiotaxis, generados de forma enzimática y no enzimática, reaccionan también con 

componentes orgánicos por factores como: la contaminación ambiental, la exposición a 

radiaciones ionizantes (rayos X, gamma), el tabaco, los medicamentos, los aditivos químicos 

en alimentos procesados y algunos xenobióticos como pesticidas, herbicidas y fungicidas 

(Finkel & Holbrook, 2000).  
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En condiciones normales, la producción de RL es estabilizado por la defensa  de 

antioxidantes endógenos (Lightfoot et al., 2006). Cuando el nivel de radicales libres, no 

puede ser controlado por los antioxidantes endógenos, se genera el estrés oxidativo (EO), el 

cual  es un desbalance en la capacidad de los antioxidantes de controlar la producción 

excesiva de los radicales libres, estos niveles altos de EO puede dañar tejidos, oxidar 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (Schallreuter et al., 2007) y pueden contribuir a 

patogénesis de enfermedades cardiovasculares, hipertensión, ateroesclerosis, restenosis, falla 

cardiaca y complicaciones vasculares diabéticas (Griendling, 2004), artritis, lupus 

eritematoso, enfermedades isquémicas, enfisema, ulceras gástricas, hipertensión, preclamsia, 

Alzheimer, Parkinson y  distrofia muscular(Stefanis et al., 1997). 

 

Reciente evidencia sugiere que el daño por estrés oxidativo sostenido está asociado con la 

evolución de la enfermedad de Chagas, en donde procesos patológicos crónicos e inflamación 

crónica, este último muy relacionado con el EO, y probablemente fenómenos que no se 

pueden separar (Hensley et al., 2000) pueden permitir el desarrollo de alteraciones en el 

estatus antioxidativo, el imbalance redox, y estrés oxidativo y posiblemente participar en el 

desarrollo de la cardiomiopatía chagásica. Dado que muchos parásitos son aerobios, utilizan 

el oxígeno molecular como aceptor de electrones en oxidaciones productoras de energía, por 

tanto, el oxígeno molecular es la principal fuente en la generación de radicales libres. 

 

Durante el curso de la infección por T. cruzi, las ROS pueden producirse como consecuencia 

de la destrucción tisular causada por secreciones tóxicas de parásitos, reacciones citotóxicas 

inmuno-mediadas y daño secundario a las mitocondrias, los cuales liberan producción baja 

pero constante de anión superóxido  (Gupta et al., 2009). En estudios experimentales, la 

infección por T. cruzi ha sugerido iniciar la formación de ROS a través de la estimulación de 

mediadores inflamatorios como, citoquinas y quimiocinas, que conducen a una explosión 

oxidativa de células fagocíticas.  

 

4.19 Antioxidantes 

 

El término antioxidante fue referido en un principio como  moléculas químicas que prevenían 

el consumo de oxígeno y no fue hasta finales del siglo XIX y principios del siglo XX cuando 

se empleó para procesos industriales importantes como prevención de la corrosión de 

metales, vulcanización de bandas y polimerización de aceites (Mattill, 1947). Posteriormente 

se empleó como producto para prevenir la oxidación de ácidos grasos insaturados, para evitar 

la rancidez (German, 1999), pero no fue hasta el descubrimiento de las vitaminas A, C y E 

que revolucionaron el campo y su participación en organismos vivos (Knight, 1998).  
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Los antioxidantes son moléculas que estabilizan a un radical libre, al ceder el electrón que le 

falta y el cual lo hace inestable, y por tanto detiene, retarda o inhibe la oxidación y la 

producción de los mismos (Avello y Suwalsky, 2006; Valenzuela y Pérez, 2016). Estas 

moléculas están presentes a nivel celular de forma endógena y funcionan como un 

mecanismo propio de defensa contra los radicales libres, cosechando radicales, donando 

hidrógenos, donando electrones, descomponiendo peróxidos, inhibiendo enzimas, actúa 

como sinergista, o como agente quelador de metales (Frei et al., 1988). 

 

Se han propuesto dos mecanismos de acción para los antioxidantes; en el primer mecanismo, 

el antioxidante al donar un electrón es capaz de escindir la estructura del radical libre, el 

segundo mecanismo involucra la remoción de iniciadores de especies ROS y RNI por 

catálisis quelante de la cadena inicial. En sistemas celulares in vivo, los antioxidantes 

biológicos donan electrones, quelan iones metálicos y regulan la expresión de genes (revisado 

en Lobo et al., 2010). 

 

Los antioxidantes de manera clásica se han clasificado en dos tipos: enzimáticos y no 

enzimáticos (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos 

Antioxidantes enzimáticos  Características 

Superóxido dismutasa (SOD) Catalizan la ruptura de O2- y H2O2, en humanos tres 

formas están presentes SOD1 (contiene cobre y zinc) es 

un dímero localizado en el citoplasma, SOD2 se localiza 

principalmente en la mitocondria y SOD3 (contiene 

manganeso, cobre y zinc) es localizado 

extracelularmente. 

Catalasa  Descompone H2O2 a oxígeno y agua, está presente en 

todas las células y en mayor concentración en hígado. 

Sistema glutatión 

         Glutatión reductasa 

         Glutatión peroxidasa 

         Glutatión transferasa 

Catalizan peróxido de hidrogeno a hidroperóxidos 

orgánicos, contienen 4 cofactores selenio y es abundante 

en hígado. 

Antioxidantes no enzimáticos  

Vitamina C 

Ácido ascórbico 

Se mantiene en su forma reducida por el glutatión, puede 

ser catalizado por la disulfuroisomerasa y la 

glutaredoxina, neutraliza el H2O2. 

Glutatión  

 

Péptido que contiene cisteína, funciona como 

antioxidante porque su grupo tiol puede ser reducido u 

oxidado, mantenido en su forma reducida por la Gpx, 
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participa en proceso homeostático para mantener el 

estado redox. 

Melatonina  

N-acetil-5-metoxitriptamina 

Hormona con propiedades antioxidantes, es un 

antioxidante terminal porque una vez oxidado no se 

reduce a su forma anterior. 

Vitamina E  

Tocoferol  

 

Antioxidante liposoluble, reacciona con radicales 

lip²dicos, produciendo radicales Ŭ-toxiferoles y puede 

ser reducido por ascorbato o retinol. 

Ácido úrico Representa aproximadamente la mitad de la capacidad 

antioxidante del plasma. 

 

Por otra parte existen antioxidantes exógenos, y que podemos encontrar en la naturaleza en 

una vasta cantidad de productos de origen animal o vegetal y podemos incorporarlas en 

nuestra dieta diaria, (Tabla 5) (Duthie & Crozier 2000; Avello & Suwalsky 2006). 

 

Tabla 5. Principales Antioxidantes enzimáticos, no enzimáticos y su fuente. 

Antioxidantes exógenos Fuente  

Vitamina E  

 

Aceites vegetales, germen de trigo y de maíz, 

almendras, avellanas, girasol, frijol de soya, nuez, 

maní, pimentón, apio, pollo y pescado. 

Vitamina C Cítricos, guayaba, mango, kiwi, fresa, papaya, mora, 

piña, tomate, verduras de hojas verdes, coliflor, 

brócoli, pimentón y lechuga. 

Carotenoides ȸ-caroteno 

Verduras y frutas amarillas y anaranjadas, verduras 

verde oscuro. 

Alfacaroteno 

Zanahoria 

Licopeno 

Tomate 

Luteína y zexantina  

Verduras de hoja verde, brócoli. 

Xantofilas Astaxantina 

Camarón, jaiba, langosta, salmón 

Isoflavonas, ácidos fenólicos Frijol de soya  

Polifenoles, catequinas Té verde, té negro 

Esteres fenólicos Café  

Ácidos fenólicos, polifenoles Vino tinto  

Ácido carnósico, ácido rosmárico Romero  

Bioflavonoides, chalconas Cítricos y otras frutas  

Quercetina, camferol Cebollas  

Polifenoles Aceitunas  
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4.20 Astaxantina  

 

Es uno de los antioxidantes más potentes conocidos hasta ahora, es un cetocarotenoide 

liposoluble de color rojizo cuyo nombre químico es 3,3ô-dihidroxi-ɓ,ɓô-caroteno-4,4ô-diona, 

pertenece al grupo de las xantofilas (molécula oxigenada). A nivel molecular presenta una 

estructura lineal (C40H52O4), con dos anillos funcionales ceto en su extremo pues contiene 2 

moléculas de O2 de ahí que deriva su nombre, tiene un peso molecular de 596.8 Da (Figura 

10). Estructuralmente tiene similitud con algunos otros antioxidantes de la misma familia 

como lo son la zeaxanthina, ɓ-caroteno, luteína, y la cantaxantina (Figura 12). sin embargo, 

la diferencia radica en la presencia de los oxígenos anteriormente mencionados (Guerin et 

al., 2003; Hussein et al., 2006; Algatechnologies, 2010) . 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Estructura molecular linear de la astaxantina. 

 

La astaxantina, se puede encontrar de forma natural en algunas frutas rojas, flores, carnes 

rojas,  plumaje de algunas aves como los flamingos y codornices, hongos microscópicos 

como la especie Phaffia rhodozima y en animales marinos como los crustáceos, entre los que 

destacan  los camarones, jaibas y langostas, pero el principal productor es el alga marina 

Haematoccous pluvialis (Figura 11) (Kobayashi et al., 1991). Su alta producción de ASTX 

es de interés comercial. Se ha estimado que el contenido de astaxantina en el hongo P. 

rhodozima suele alcanzar 0.4 mg/g de masa seca, mientras que H. pluvialis es de 50 mg/g de 

masa seca (Johnson & Schroeder, 1995), en la primera especie la ASTX aparece de forma 

libre, mientras que en la segunda siempre es encontrado como éster (Renstrom, Borch, 
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Skulberg, & Liaaen-Jensen, 1981), del cual 70 a 80 % está presente como monoester, 

mientras que el 20-30 % como diester. 

 

Figura 11. Distintas etapas de Haematococcus pluvialis en la producción de ASTX, tomado 

de Algatech, 2017. 

 

Figura 12. Estructura molecular de distintos carotenoides, tomado y modificado de Scheer, 

2008. 
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A nivel molecular, la ASTX se caracteriza porque tiene la particularidad de insertarse en la 

membrana celular de manera transversal, lo que le confiere su potente capacidad 

antioxidante, el cual es varias veces mayor al del ɓ-caroteno, zeaxantina, luteína, 

cantaxantina, y  Ŭ-tocoferol (vitamina E) (Shimidzu et al., 1996; Kurashige et al., 1990) 

(Tabla 6), debido a que los anillos de la ASTX quedan expuesto en ambas caras de la 

membrana celular (intra y extracelular), a diferencias de otros antioxidantes como la vitamina 

C, la cual solo queda expuesta en la membrana externa, el ɓ-caroteno, que se inserta de 

manera perpendicular en la parte interna de la membrana celular y solo atrapa radicales 

internos a la membrana  y cercanos a ella en la parte externa celular (Figura 13) (Goto et al. 

2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Disposición de la ASTX y otros antioxidantes a nivel membrana celular. Tomado 

de Algatechnologies, 2010. 

 

La astaxantina (ASTX) es un potente antioxidante (Iwabayashi et al., 2009; Goto et al., 

2001), con propiedad anti-inflamatorias (Park et al., 2010) e inmuno-moduladoras, ha 

demostrado contrarrestar el estrés oxidativo causado por otras enfermedades al corazón y 

contribuir a prevenir el daño causado por la oxidación a las células cardiacas (Fassett & 

Coombes, 2012), manteniendo la salud cardiovascular en general y mostrando un efecto 

cardioprotector (Nakao et al., 2010). 

 

Por otra parte se ha demostrado que el antioxidante Astaxantina tiene aplicaciones muy 

importantes en la industria alimenticia, cosmética, y nutricional (Guerin et al., 2003) ya que 

se ha reportado que su ingesta como carotenoide puede ayudar a prevenir y combatir varias 

enfermedades en el humano (Hussein et al., 2006) mantener la salud visual, cardiovascular, 

del sistema nervioso, rendimiento muscular, hipertensión, ulcera gástrica e incluso como 
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agente anti-cáncer (Revisado en Algatechnologies, 2010), esto debido a que los carotenoides 

como la ASTX son potentes antioxidantes biológicos, que puede absorber la energía excitada 

de un singlete de oxigeno dentro de la cadena del carotenoide provocando la degradación de 

la molécula carotenoide y así previniendo la aparición de radicales libres que pueden causar 

daño a las células de los tejidos de tejidos (Naguib et al., 2000). 

 

Tabla 6. Capacidad comparativa de la ASTX y otros carotenoides para eliminar radicales 

libres. Tomado y modificado de Algatechnologies, 2010. 
Sistema experimental Carotenoides Tasa de actividad de la 

ASTX 

Referencia 

Solución química ɓ-caroteno 

Zeaxantina 

Cantaxantina 

x 1.5 

x 1.5 

comparable 

Terao 1989 

 

 Zeaxantina 

Luteína 

Cantaxantina 

ɓ-caroteno 

Vitamina E 

x 2 

x 3.5 

x 2.5 

x 4.5 

x 100 

Miki 1991 

 

Protección contra 

oxidación lipídica en 

liposomas 

Licopeno 

Vitamina E 

x 2 

x 2 

Barros 2001 

 

 Cantaxantina x 3-10 Rengel 2000 

 

 ɓ-caroteno x 2 Goto 2001 

 

 ɓ-caroteno 

Ŭ-caroteno 

Licopeno 

Luteína 

x 6 

x 2.5 

x 3 

x 3 

Naguib 2000 

Protección contra la 

oxidación de lípidos en 

microsomas de rata 

ɓ-caroteno 

Cantaxantina 

Vitamina E 

x 4 

comparable 

comparable 

Palozza 1992 

Protección contra la 

oxidación de lípidos en 

microsomas y órganos 

de ratas 

Vitamina E + potente Nishigaki 1994 

 

4.21 Biodisponibilidad y farmacocinética de la astaxantina 

 

La ASTX es insoluble en agua y el nivel de esterificación determina la fácil absorción o no 

en el sistema digestivo, es también muy sensible a oxidación cuando la ASTX se encuentra 

libre, sin embargo, la forma esterificada obtenida en H. pluvialis muestra alta 

biodisponibilidad y potencia. En cuanto a la farmacocinética, son pocos los estudios 

referentes, sin embargo, se ha observado que la absorción de la ASTX es similar al proceso 

de captación, transporte y liberación de los ácidos grasos, debido a que es una molécula 
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liposoluble. La astaxantina se incorpora a quilomicrones y se distribuye entre lipoproteínas 

de muy baja densidad (VLDL), lipoproteínas de baja densidad (LDL) y lipoproteínas de alta 

densidad (HDL) y se transporta a los tejidos. Se ha observado que a las pocas horas de 

ingerida la ASTX, alcanza su pico más alto en plasma, se distribuye en todos los tejidos, pero 

se ha visto una mayor concentración en hígado y es capaz de atravesar la barrera 

hematoencefálica en humanos. En aves se ha detectado alta concentración en intestino, 

seguida por grasa subcutánea, grasa abdominal, bazo, hígado, corazón, riñón y piel 

(Algatechnologies 2010). La ASTX se elimina relativamente rápido, se ha registrado una 

vida media promedio de 15.9 horas y altas concentraciones ingeridas de ASTX no se reflejan 

en concentraciones altas en plasma,  no se almacena en tejido por periodos largos por lo 

menos en humanos y algunos reportes indican que el 64% de la ASTX ingerida se secreta en 

heces, la ingesta de cantidades de ASTX que van de 1 hasta 40 mg/kg/día no han reportado 

efectos adversos en humanos (revisado en Guerin et al., 2003; Hussein et al., 2006; 

Algatechnologies, 2010). 

 

4.22 Astaxantina, respuesta inflamatoria y sistema inmune 

 

Varios reportes mencionan que la ASTX mejora de la respuesta inmune mediada por células, 

específicamente para algunos reportes referentes a la provitamina A y astaxantina, donde se 

menciona que pueden prevenir la inflamación por bloqueo de la expresión de genes pro-

inflamatorios debido a la supresión del factor kappaB (NF-əB), tambi®n se demostr· 

inhibición de ON, prostaglandina E2 (PGE2) y las citocinas TNF-Ŭ e IL-1 ɓ. En otro estudio, 

en ratas con uveítis inducido por lipopolisacárido. Se reportó que la ASTX induce efecto de 

supresión de la inflamación ocular de manera dosis dependiente, por supresión de ON, PGE2 

y producción de TNF-Ŭ por bloqueo directo de la actividad de la ON sintasa. Por otra parte, 

un estudio de células mononucleares de sangre periférica en pacientes asmáticos, mostró que 

la ASTX puede suprimir la activación de las células T, respuesta equiparable a algunos 

antihistamínicos y por último se ha demostrado que la ASTX es capaz de disminuir la 

inflamación gástrica asociada con la respuesta inflamatoria inducida por infección con 

Helicobacter pylori (revisado en Hussein et al., 2006; Guerin et al., 2003; Algatechnologies, 

2010). Por otra parte se sabe que la modulación inmune tiene como objetivo restablecer el 

equilibrio entre los diferentes subconjuntos de células T, de modo que se suprimen las 

respuestas perjudiciales producidas por estrés oxidativo y otros factores, varios reportes 

indican que la ASTX, puede modular el sistema inmune, por estimulación de la proliferación 

de linfocitos T y producción de inmunoglobulinas en células de bazo, incrementa la actividad 

de las células NK y subpoblaciones de células T y B (Park et al., 2010), un estudio en células 

sanguíneas humanas, demostró que la ASTX incrementa la producción de IgA, IgM e IgG 

como respuesta a estímulo célula T-dependiente (revisado en Algatechnologies 2010).   
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4.23 Astaxantina, antioxidantes y enfermedad de Chagas 

 

Varios trabajos in vitro han reportado que los antioxidantes provenientes de algunas plantas 

podrían tener efecto sobre la viabilidad de distintos parásitos, por ejemplo se ha observado 

que el extracto de la planta Tecoma mollis tiene actividad contra leishmania donovani 

(Abdel-Mageed et al. 2012), al igual que el extracto de Cornus florida y que además tiene 

actividad contra Plasmodium falcimarum (Graziose et al. 2012), se ha reportado además que 

el extracto etanólico de las hojas de Arrabidaea triplinervia mostró actividad in vitro contra 

tripomastigotes de Trypanosoma cruzi (Leite et al. 2006), de igual manera diterpenos de  

Dracocephalum komarovi mostro ser un potente tripanomicida que evita la replicación de 

amastigotes in vitro (Uchiyama et al. 2005), y más recientemente se observó que flavonoides 

presentes en el extracto de la planta Moringa oleífera induce muerte a Trypanosoma brucei 

(Ukachi et al. 2015). 

Tal como se mencionó con anterioridad, se ha demostrado efecto benéfico tras la ingesta de 

antioxidantes como la vitamina E y C incluida la astaxantina en enfermedades como cáncer, 

Parkinson, Alzhéimer, inflamación crónica y enfermedades cardiovasculares por el potencial 

de estos en mantener la homeostasis contra daño de las ERO y proteger al tejido contra la 

peroxidación lipídica (Brigelius-Flohe et al., 2002; Padayatty et al., 2003). 

 

Como se mencionó anteriormente, durante el desarrollo de la enfermedad de Chagas, el 

corazón del hospedero está expuesto a invasión, a la replicación del parásito, a las reacciones 

citotóxicas del propio sistema inmune y por tanto estrés oxidativo, el cual es causado por 

altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos a partir de la estimulación 

de mediadores inflamatorios (Citocinas y quimiosinas), lo que causa lesión y muerte de 

cardiomiocitos, dichas lesiones puede contribuir al desarrollo de cardiomiopatía chagásica 

(Wen et al., 2008; Wen et al., 2006; Gupta et al., 2009). 

 

Pocos estudios han reportado el uso de antioxidantes exógenos durante la fase aguda de la 

infección con T. cruzi, la mayoría de ellos evalúan el efecto de antioxidantes en etapa crónica 

de la enfermedad de Chagas y su efecto en el desarrollo de la cardiomiopatía dilatada 

chagasica. Por ejemplo, se ha demostrado que la terapia de antioxidantes como la vitamina 

E y C  disminuyen los niveles de radicales libres (RL) y estrés oxidativo asociado con la 

enfermedad de Chagas (Ribeiro et al. 2010; Maçao et al. 2007), protegiendo al miocardio y 

controlando la evolución a cardiomiopatía chagasica (Wen et al. 2010).  

 

Solo un estudio ha evaluado la inmunización con una vacuna recombinante compuesta de 

plásmidos con los fragmentos antigénicos TCG2 y TcG4 y de la citocina IL-12 y del GM-
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CSF, más refuerzo de proteína en ratones infectados con T. cruzi que sobre-expresaban GPx, 

determinando que la GPx protege de la patogénesis chagasica del corazón, demostrando 

arresto de la persistencia parasitaria en fase crónica, reduciendo la inflamación y el estrés 

oxidativo. Se observó además que la estrategia vacunal controló la miocarditis y la 

remodelación cardiaca causados por la enfermedad de Chagas (Gupta et al., 2015). 

 

Por todo lo anterior, estamos interesados en evaluar el posible efecto que tendría el 

antioxidante astaxantina en el cultivo de parásitos y en la suplementación de la misma en 

ratones BALB/c infectados experimentalmente con T. cruzi cepa NINOA (TcI) e 

inmunizados con la vacuna TcVac1M y evaluar si la estrategia Astaxantina/TcVac1M 

muestran efecto positivo en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.  
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

Los fármacos anti-chagásicos utilizados y aprobados por la OMS no son completamente 

efectivos, ya que producen efectos secundarios adversos y la eficacia de estos fármacos 

dependen de la edad del paciente, de la cepa del parásito y la fase de la enfermedad. Por otro 

lado, no se ha desarrollado una vacuna que produzca inmunidad estéril y por tanto, es 

necesario encontrar tratamientos terapéuticos y profilácticos más efectivos. 

 

Se ha observado que los antioxidantes contribuyen a mantener la salud del corazón, 

reduciendo niveles de estrés oxidativo, pero no se ha probado su efecto sobre animales 

infectados con T. cruzi, por lo que sería interesante evaluar los efectos del antioxidante sobre 

la salud cardiaca en animales infectados y en animales vacunados e infectados. 
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6. HIPÓTESIS  

 

Un tratamiento profiláctico y terapéutico basado en la aplicación de una vacuna génica 

(TcVac1M) y un antioxidante (astaxantina) actúan de manera sinérgica para controlar la 

proliferación parasitaria, así como para reducir los daños ocasionados en tejido cardíaco de 

animales (ratones BALB/c) infectados experimentalmente con T. cruzi. 
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7. JUSTIFICACIÓN  

 

A pesar de los logros alcanzados en materia de control vectorial, prevención y tratamiento de 

la enfermedad, la Tripanosomiasis Americana sigue siendo un serio problema de salud 

pública en países endémicos y algunos países donde la enfermedad es exótica, ya que afecta 

a alrededor de 8 millones de personas a nivel mundial y más de 25 millones de personas están 

en riesgo de infección, además de que se estima que 50,000 personas se infectan y 10,000 

mueren anualmente por este padecimiento. 

 

Por tanto, se requieren, esquemas terapéuticos más efectivos, eficientes, menos tóxicos  

y de bajo costo. Una alternativa que podría aumentar la eficacia de la inmunidad protectora 

de los antígenos vacunales candidatos, es el uso de la ASTX, por sus propiedades 

antioxidantes, inmuno-moduladoras y por ayudar a mantener la salud cardiovascular en 

general cuando es incluida en la dieta.  

 

Este sistema podría detener el ciclo biológico de T. cruzi y beneficiar a la población humana 

afectada de las regiones endémicas de nuestro país y de América Latina. 
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8. OBJETIVO  GENERAL  

 

Evaluar el efecto de la ASTX como un elemento coadyuvante en la respuesta 

protectora contra una infección experimental de Trypanosoma cruzi, en ratones 

BALB/c vacunados con TcVac1M. 

 

8.1 OBJETIVO PARTICULAR  

 

¶ Evaluar el efecto de la ASTX en cultivos de T. cruzi y de células VERO in vitro. 

¶ Evaluar el efecto de la ASTX sobre cultivo de células VERO infectadas con T. cruzi. 

¶ Determinar el porcentaje de viabilidad de T. cruzi y células VERO in vitro post-

tratamiento con ASTX. 

¶ Determinar los niveles de parasitemia, porcentaje de sobrevida, cambios 

macroscópicos y microscópicos de corazón y bazo de los ratones inmunizados con 

TcVac1M, infectados con T. cruzi y suplementados con ASTX. 

¶ Determinar niveles de estrés oxidativo y respuesta inmune humoral en suero de 

ratones inmunizados con TcVac1M, infectados con T. cruzi y suplementados con 

ASTX. 
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9. MATERIAL Y M ÉTODOS 

 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de biología molecular y bioterio del Centro de 

Investigaciones y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) perteneciente a la Universidad Autónoma de Estado de 

México (UAEM). El CIESA se localiza en el kilómetro 14.5 de la carretera Panamericana en 

su tramo TolucaïAtlacomulco. 

 

La estrategia de investigación consta de 2 partes: In vitro e In vivo 

 

9.1 Estrategia in vitro 

 

9.1.1 Cultivos de células  

 

Se cultivaron a confluencia células Vero (ATCC, CCL-81) en botellas T25 (Sarsted, USA) 

con DMEM (Gibco, USA) a 37 ° C, 5 % CO2, 10% SFB (Suero Fetal Bovino) (Gibco, USA) 

y penicilina-estreptomicina 1% (Gibco, USA). A los cultivos celulares se les realizó pasajes 

cada tercer día por tripsinización de acuerdo a protocolos publicados (Contreras-Ortiz et al., 

2017). En breve: a la monocapa se le retiró el medio y se lavó con PBS 1X (Gibco, USA) 

mediante movimientos circulares, se retiró el volumen de lavado, se incubaron con 1 mL de 

tripsina al 0,25% (Gibco, USA), y una vez que las células ya no estaban ancladas a la 

superficie se colectaron y lavaron con 1 ml de PBS y se resembró en una nueva placa 20% 

del volumen total recolectado en medio de cultivo DMEM suplementado y se les permitió 

crecer a un porcentaje del 60% de confluencia. 

 

9.1.2 Cultivo de parásitos Trypanosoma cruzi cepa NINOA en línea celular VERO 

 

A partir de cultivos preservados de T. cruzi, cepa NINOA (TC1) (amablemente donado por 

el Dr. Pedro Reyes, del Instituto Nacional de Cardiolog²a ñIgnacio Chavezò), fueron usados 

para infectar monocapas de células Vero. Para ello un criovial de parásitos, se descongeló 

por pipeteo con DMEM complementado y la suspensión de parásitos se centrifugó en un tubo 

de 15 mL a 2700 rpm por 7 minutos, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron en 1 mL 

de medio fresco y se colocaron en una botella T25 (Sarsted, USA) con cultivo de células 

VERO con una confluencia del 60 %, se incubó entonces a 37 ° C, 5 % CO2 y humedad 

saturada, se realizó cambio de medio cada tercer día con DMEM 2% SFB, 1% penicilina-

estreptomicina (Manning-Cela et al. 2001). 
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9.1.3 Cosecha de parásitos del cultivo celular  

 

Los parásitos fueron cultivados de 1 a 2 semanas en monocapa de células VERO, cuando 

estos empezaron a lisar las células infectadas, el medio con parásitos libres fue colectado en 

tubos cónicos estériles de 15 mL y se centrifugaron a 2700 rpm por 7 min. Se desechó el 

sobrenadante por decantación y el pellet se resuspendio con 1 mL de medio DMEM. Los 

parásitos fueron contados usando un hemocitómetro y el número fue ajustado a las 

necesidades de cada experimento. El total estimado ( ) de parásitos contados obedeció a la 

siguiente formula: 

 

= (x) (25) (dilución) (10000) (mL) 

Donde x es el promedio de parásitos contados, mL es el volumen.  

 

9.1.4 Extracción de astaxantina para uso in vitro 

 

Para la purificación de ASTX comercial se empleó 1 gr de astaxantina microencapsulada  

(Bioastin®, Cyanotech, USA), fue triturado en mortero estéril y se colocó en un tubo cónico 

estéril de 15 mL, y se resuspendido con 6 mL de solución de extracción compuesto a base de  

Éter de petróleo-Acetona-Agua, con las siguientes proporciones 15:75:10 (Meyers & Bligh, 

1981), la suspensión se mezcló por inversión varias veces y vortexeo generosamente por 15 

minutos, entonces el tubo se centrifugó a 7500 rpm por 10 minutos a 4°C, se colectó el 

sobrenadante y se colocó en un tubo nuevo de 15 mL estéril y se permitió la evaporación de 

los solventes de la solución de extracción a 40° C por 12 horas en oscuridad, pasado este 

tiempo,  la astaxantina se resuspendio en vórtex por 10 minutos con 2 mL de DMEM-Dimetil 

sulfoxido (DMSO [Sigma Aldrich, USA]) 0.3% y se filtró con un acrodisco de 0.22 µm, el 

filtrado se colocó en un tubo de 1.5 mL estéril y se almacenó a 4° C hasta su uso (nunca 

excedió la semana de almacenamiento). 

 

9.1.5. Estimación de la concentración de ASTX 

 

La concentración de la ASTX fue determinada en placa de 96 pozos (Sarsted, USA) usando 

una curva patr·n de ɓ-caroteno, para ello 1 mg de este carotenoide fue disuelto en 1 mL de 

DMSO y leído a una longitud de onda de 450 nm usando un espectrofotómetro (Biotek, 

Vermont, USA) y con regresión lineal simple se estimó la concentraci·n de ASTX en ɛg/ɛL 

a partir de la disposición siguiente (Tabla 7). 
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Tabla 7. Disposición de volúmenes para curva patrón de ɓ-caroteno 

ɓ-caroteno (µL)  Agua inyectable (µL)  Total (µL)  

0 200 200 

2 198 200 

4 196 200 

6 194 200 

8 192 200 

X: 2 198 200 

              X= Muestra de ASTX obtenida 

 

9.1.6 Ensayo de toxicidad in vitro de la ASTX para T. cruzi y células Vero 

 

Se cultivaron tripomastigotes (5 x 105/pozo) y células Vero (2 x 104/pozo) por separado en 

una placa de 96 pozos (Sarstedt, USA) con medio DMEM suplementado (2% de SFB, 

penicilina-estreptomicina a 10,000 unidades/mL; estreptomicina 10.000 ɛg/mL) y dosis 

respectivas de ASTX a 1, 5, 10, 20 y 30µg/100 µL. El ensayo se realizó por triplicado con 

los siguientes controles: a) CT (tripomastigotes no tratados), b) CV (células Vero no tratadas, 

c) DMEM/DMSO en una proporción equivalente a la cantidad de DMSO usada en la dosis 

más alta de ASTX (99.7/0.33% V/V, respectivamente) (Este control fue necesario, ya que 

ASTX y NFMX se solubilizaron en este disolvente) y d) Nifurtimox (400 ɛg / 100 ɛl) 

(Lampit® Bayer). El NFMX se preparó tal como se ha descrito anteriormente (Rolón et al. 

2006), para ello se trituró un comprimido de la presentación comercial de NFMX (120 mg) 

en un mortero estéril y se resuspendió en 1 mL de DMSO. La concentración final de DMSO 

en el medio de cultivo nunca superó el 0,3% en una solución V/V. Las placas se incubaron 

durante 24 horas en condiciones controladas (37ºC, CO2 al 5% y humedad saturada). Después 

del tratamiento, se estimó la viabilidad de parásitos y células utilizando MTS (sales de 3-

[4,5,dimetil tiazol-2-il] -5-[3-carboxymetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio), a partir 

del kit CellTiter 96 kit® Aqueous One Solution (Promega, USA) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La actividad metabólica de los parásitos y las células sobre MTS se estimó 

por colorimetría a 490 nm de longitud de onda. En este ensayo, cuanto mayor sea la DO, 

mayor será la viabilidad celular. 

 

9.1.7 Evaluación morfológica de los cambios inducidos por ASTX en co-cultivo de células 

Vero y T. cruzi 

 

Se sembraron células Vero (5 x 103/pozo) y se cultivaron durante 24 horas, como se describió 

anteriormente, y luego fueron infectadas con tripomastigotes de T. cruzi, cepa NINOA (10 

parásitos/célula) (Curty et al. 2016). Una vez que se observaron parásitos intracelulares 
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(aproximadamente 96 horas después de la infección), el medio antiguo se reemplazó con 

medio DMEM suplementado fresco con diferentes dosis de ASTX (1, 5, 10, 20 ó 30 ɛg/100). 

Como controles del co-cultivo, se empleó el fármaco NFMX (400 ɛg/100 ɛl) ó co-cultivo sin 

tratamiento. Después de 24 horas de incubación, se evaluaron los cambios morfológicos 

microscópicos en el co-cultivo, tales como pérdida de la forma celular de las células Vero 

infectadas con T. cruzi, cambios en la forma o motilidad de los parásitos y variaciones en la 

presencia de parásitos intracelulares o extracelulares. Adicionalmente, la viabilidad del 

parásito se evaluó mediante el ensayo de tinción con azul tripán (Acosta-Viana et al., 2013). 

  

9.1.8 Astaxantina como preventivo para infección de T. cruzi en células Vero 

 

Se sembraron 0.5x104 células por pozo en placa de 96 pozos (83.1835 Sarsted) con DMEM-

2 % SFB, 24 horas después, se comenzó a dar tratamiento con ASTX a una dosis única de 

1µg/100 µL (ya que dosis posteriores de 3 y 4 µg son detrimentales para las células), y fue 

reemplazado por DMEM-ASTX cada tercer día, por 4 ocasiones, pasado este tiempo se 

infectaron las células con parásitos de T. cruzi, cepa NINOA de igual manera cada tercer día 

se hacía nuevamente cambio de medio y astaxantina, 4 días después se registraron los 

cambios, en este caso presencia o ausencia de parásitos intracelulares. 

 

9.2 Estrategia in vivo  

La estrategia in vivo constó de 2 experimentos:  

A) Astaxantina en ratones BALB/c infectados con T. cruzi  

B) TcVac1M y Astaxantina en ratones BALB/c infectados con T. cruzi 

 

9.2.1 A) Astaxantina en ratones BALB/c infectados con T. cruzi  

 

9.2.1.1 Animales y desafío 

 

Ratones hembra BALB/c (N=48), de 4 a 6 semanas de edad, se distribuyeron en 8 grupos (n= 

6): G1-G8 (Tabla 8). Los animales de los grupos G1 a G4, fueron infectados de manera 

intraperitoneal con 10 tripomastigotes de la cepa NINOA (TC1) cada uno. Los ratones 

experimentales fueron evaluados clínicamente todos los días para registrar cambios en la 

salud del animal, tal como pérdida de peso, hirsutismo, problemas de movilidad, cojera o 

cualquier otro cambio de comportamiento. Se decidió utilizar ASTX durante la fase aguda 

de la infección en ratones BALB/c, ya que no hay informes previos sobre el uso de 

antioxidantes en esta etapa de la infección y porque en experimentos in vitro en nuestro 

laboratorio (descritos anteriormente en metodología) la ASTX mostró efecto antiparasitario, 
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cuando es evaluado en cultivo solo de T. cruzi. También decidimos probar la ASTX como 

posible agente antiparasitario durante una etapa temprana de la infección en ratones BALB/c, 

porque esta cepa de ratón es susceptible a la infección con la cepa NINOA de T. cruzi con un 

resultado predecible y la parasitemia es fácilmente detectada. Por tanto, durante la fase aguda 

de la infección, el nivel de parasitemia se utilizó como indicador del desarrollo de la 

enfermedad  (Diáz-Limay et al., 2004) y podríamos tener un parámetro fácil de evaluar y por 

tanto estimar los efectos finales de ASTX en la infección mientras los animales estaban vivos. 

 

Tabla 8. Grupos de ratones del experimento A 

         

 

 

 

 

 

 

 

Tc: Desafío con T. cruzi (control positivo); ASTX: Astaxantina; NFMX: Nifurtimox; G5-G8 

(controles). Seis ratones BALB/c fueron usados por grupo.  

 

9.2.1.2 Parasitemia 

 

La parasitemia fue analizada para cada ratón por prueba de gota fresca de sangre. Las 

muestras fueron colectadas 2 veces a la semana comenzando en el día 5, hasta el día 60 post-

infección o cuando los parásitos ya no fueron detectados microscópicamente en 

preparaciones de gota fresca. El muestreo fue ejecutado de acuerdo con (Brener, 1962) con 

ligeras modificaciones,  brevemente; un corte pequeño fue realizado en la punta de la cola 

del ratón, y 4 µL de sangre fueron colectados con una micropipeta, y colocados 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 400 X, los parásitos de 100 campos 

aleatorios fueron contados y el número de parásitos/µL fue estimado con protocolos estándar 

(Rowland & Sibley-Phillips 1984; Kuhn et al., 1975). 

 

9.2.1.3 Suplementación de ASTX y tratamiento con NFMX para ensayos in vivo 

 

A partir del día 12, se administraron ASTX y/o NFMX (Lampit, BayerTM) según el grupo de 

tratamiento (Tabla 1). La ASTX se preparó a partir de 400 mg de perlas de Bioastin®, los 

cuales se trituraron en un mortero estéril en condiciones asépticas, se resuspendieron y se 

Grupos de Ratón (n=6) Dosis infectiva de T. cruzi 

cepa NINOA 

 

Dosis de ASTX 

mg/kg/day 

Dosis de Nifurtimox 

mg/kg/day 

G1 (Tc)  10 parásitos   

G2 (Tc/ASTX) 10 parásitos 10  

G3 (Tc/ASTX/NFMX)  10 parásitos 10 100 

G4 (Tc/NFMX) 10 parásitos  100 

G5 (Solución salina)     

G6 (NFMX)    100 

G7 (AST/NFMX)   10 100 

G8 (ASTX)  10  
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homogenizaron en 3 mL de una solución estéril al 20% (V/V) de Tween-20/agua destilada 

(Anarjan & Tan, 2013) para un volumen final de 3.1 mL. Se administró ASTX vía oral (60 

ɛl de ASTX, equivalente a 10 mg/kg/día de ASTX pura) con una micropipeta hasta el día 60 

después de la infección, esta concentración ha mostrado efecto inmuno-modulador y anti-

inflamatorios en ratones y otras especies, incluido el hombre (Kuan Hung et al., 2015; 

Kavitha et al., 2013; Nakao et al., 2010; Park, Kim, et al,. 2010). Por su parte el NFMX se 

preparó en condiciones asépticas triturando un comprimido que contenía 120 mg de NFMX 

(Lampit, Bayer) en un mortero estéril y resuspendido en 1 mL de agua destilada estéril 

(Cencig et al., 2012). Se administró por vía oral en una dosis única diaria de 100 /kg/día 

(Cabeza et al., 1988) (Tabla 1) en un volumen aproximado de 60/µL. El tratamiento se llevó 

a cabo hasta el día en que no se pudo detectar más la parasitemia mediante preparaciones de 

gota fresca, tal como se describe anteriormente (Bonney & Engman 2008; Kuhn et al., 1975; 

Rowland & Sibley-Phillips, 1984). 

 

9.2.1.4 Sacrificio animal y muestreo de tejidos 

 

Tejidos de corazón y bazo de los ratones experimentales se colectaron después de que 

murieron por la infección o cuando fueron eutanasiados al día 60 después de la infección. La 

eutanasia se realizó por dislocación cervical siguiendo los protocolos establecidos por Norma 

Oficial Mexicana (NOM-033-ZOO-1999) (NOM, 1999), el comité de bioética de la UAEM-

FMVZ y del Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (NAS, 2011). 

Se tomaron muestras de sangre directamente del corazón para obtener sueros el día del 

sacrificio y los tejidos se fijaron en formaldehído al 10% para estudios histopatológicos. 

 

9.2.1.5 Estudios histopatológicos 

 

Los tejidos fueron fijados en formaldehido al 10 % por 24 horas, deshidratados en etanol 

absoluto e incluidos en parafina. Secciones de tejido (5 µm) fueron preparadas y teñidos con 

hematoxilina-eosina para ser observados bajo microscopio de campo claro (Carl Zeiss 

Axiostar, USA), se documentó con imágenes las cuales fueron registradas con una cámara 

Tucsen de 5 MP (Tucsen, China) y analizados con el programa Image-Pro Plus 7. Las 

muestras de tejido fueron observadas microscópicamente a una ampliación de 400 X, para 

registrar la carga parasitaria (nidos de amastigotes observados en 100 campos aleatorios). La 

severidad de la inflamación fue estimada por infiltración de linfocitos en tejido, en 400 

campos aleatorios usando la escala propuesta por (Barbabosa-Pliego et al., 2009) : (-), 

ninguna:  (+), ligera; (++), moderada;  (+++), severa. 
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9.2.1.6 Ensayo Malondialdehido (MDA) 

 

Los niveles de MDA fueron determinados en suero, siguiendo las instrucciones del kit 

OxiSelectTM MDA Adduct ELISA kit (Cell Biolabs, USA). Estándar del kit y muestras 

fueron incubados en una placa de 96 pozos por 2 horas a 37 ° C, los aductos de proteína-

MDA presentes en la muestra y estándar fueron probados con un anticuerpo anti-MDA 

seguido por un anticuerpo secundario conjugado a HRP (peroxidasa de rábano) y revelado 

con 3ǋ,5,5ǋ-Tetrametilbenzidina (TMB) y leído por espectrofotometría a 450 nm. Los aductos 

proteína-MDA contenidos en cada muestra fueron determinados por comparación con una 

curva estándar que fue preparado de un estándar MDA-BSA predeterminado (Dittrich et al. 

2012) y una regresión lineal simple fue usada para determinar la concentración de MDA en 

pmol/mL. 

 

9.2.2 B) TcVac1M y Astaxantina en ratones BALB/c infectados con T. cruzi 

  

Los experimentos referentes a cultivo y cosecha de parásitos, parasitemia, sacrificio animal 

y muestreo de tejido, estudio histopatológico y niveles de MDA, fueron descritos 

previamente en la metodología del experimento A. 

 

9.2.2.1 Clonación y replicación de pcDNA3.0/TcG2 y pcDNA3.0/TcG4 

 

Diez microlitros de un cultivo de bacterias Escherichia coli cepa DH5-Ŭ transformadas con 

los vectores de expresión pcDNA3.0/TcG2 ó pcDNA3.0/TcG4, fueron reactivados en 5 mL 

de medio LB (Sigma, USA) sin antibiótico e incubado por 3 horas a 37ºC con agitación 

constante (220 rpm). Posteriormente, 200 µL del cultivo anterior se inocularon en 10 mL de 

LB y se incubaron a 37°C por 16 horas con agitación, enseguida, 10 µL del cultivo se 

sembraron en placas de cultivo LB-Agar con ampicilina [100mg/mL] (PentrexilR Bristol-

Myers Squibb) y se incubaron a 37°C por 16 horas para selección de colonias (Sambrook & 

Russell, 2001). Se seleccionó una colonia de la placa LB-Agar con bacterias en crecimiento 

y se inoculó en 10 mL de medio LB con ampicilina e incubó a 37°C por 16 horas con 

agitación constante para replicación de los plásmidos y producción de TcVac1M. 

 

9.2.2.2 Extracción y purificación de la vacuna TcVac1M 

 

La extracción del ADN plasmídico que contienen los antígenos TcG2 y TcG4, se realizó con 

el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific, USA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante, brevemente, tubos de cultivo bacteriano en crecimiento (16 
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horas) se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y el pellet bacteriano fue resuspendio y 

lisado. El material genético fue purificado, mediante columnas de filtración. Finalmente, el 

ADN plasmidico se eluyó en agua desionizada y se estimó la concentración por 

espectrofotometría (Quawell, USA) a 260 nm. 

 

9.2.2.3 Control de calidad de la purificación de plásmidos 

 

Se realizó una doble digestión al ADN plasmidico extraído  para detectar los fragmentos 

correspondientes a TcG2 ó TcG4 (662 y 276 pb respectivamente), mezclando 12.8 µL de 

agua libre de nucleasas (Thermo Scientific, USA), 2 µL de Buffer MULTI-CORE (MC) 

(PROMEGA, USA), 0.5 µL de enzima de restricción Hind III/Xba1; BamH1/Xba1 

respectivamente (PROMEGA, USA) y 4 µL de ADN plasmídico, la mezcla se incubó por 1 

hora a 37°C para posteriormente visualizarse por electroforesis en un gel de agarosa al 3 % 

(Sambrook y Fritsch, 2001). 

 

9.2.2.4 Animales  

 

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 sigue: A1 (Tc/TcVac1M); A2 (Tc/TcVac1M/ASTX); B 

(TcVac1M); C (Tc); D (Tc/ASTX); E (Tc/ASTX/NFMX); F (Tc/NFMX); G (SOL_SAL) 

(Tabla 1), los grupos de ratones fueron mantenidos bajo condiciones establecidas en la 

Norma Oficial Mexicana 062-ZOO-1995 (NOM, 1995) con agua y alimento ad libitum. 

9.2.2.5 Inmunización, infección y tratamientos 

 

Se determinó la concentración de los plásmidos (TcG2 y TcG4) con ayuda de un 

espectrofotómetro a 260 nm (Quawell Inc., USA) y para para el proceso de inmunización se 

mezclaron ambos antígenos. Los grupos correspondientes (Ver tabla 9) se vacunaron con 10 

µg de TcVac1M (TcG2 y TcG4), administrados por electroporación intradérmica en 3 

ocasiones, con espacio de 15 días cada uno. A los 15 días después de la última etapa de 

inmunización, los grupos de ratones experimentales correspondientes fueron desafiados con 

10 parásitos de Trypanosoma cruzi de la cepa NINOA por vía intraperitoneal y se evaluaron 

clínicamente todos los días, para registrar cambios en la salud de los animales, tales como 

pérdida de peso, hirsutismo, problemas de mobidez, cojera o cualquier otro cambio de 

comportamiento.  
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Tabla 9: Grupos Experimentales del experimento B. 
Grupos de ratones (n=6) 

 

Dosis de T. cruzi para 

desafío 

Cepa: NINOA 

Dosis Astaxantina 

(ASTX) 

mg/kg/día 

Dosis Nifurtimox 

(NFMX)  

mg/kg/día 

Dosis 

TcVac1M 

µg 

A1  (Tc/TcVac1M/ASTX)  10 parásitos 8  10 

A2  (Tc/TcVac1M) 10 parásitos   10 

B    (TcVac1M)    10 

C    (Tc) 10 parásitos    

D    (Tc/ASTX) 10 parásitos 8   

E    (Tc/ASTX/NFMX) 10 parásitos 8 100  

F    (Tc/NFMX) 10 parásitos  100  

G   (SOL SAL: Solución salina)     

 

9.2.2.6 Suplementación con ASTX 

 

A partir del día 12, día en el que se registraron parásitos en sangre, se administraron vía oral 

8 mg/kg/día de ASTX (Bioastin®, Cyanotech, USA), según correspondiera a los grupos 

designados (Tabla 9), hasta el día 60. La ASTX se preparó triturando 400 µg de perlas de 

ASTX (para asegurar la dosis) en mortero en condiciones de esterilidad y se resuspendió en 

3 mL de una solución estéril al 20 % (V/V) Tween 20/agua destilada (Anarjan & Tan, 2013), 

para un volumen final de 3.1 mL. La suplementaci·n con ASTX (60 ɛl de preparación de 

ASTX, equivalente a 8 mg/kg/día de ASTX puro) se administró oralmente con una 

micropipeta hasta el día 60 después de la infección. Esta concentración ha mostrado efectos 

inmunomoduladores y antiinflamatorios en ratones y otras especies, incluido el hombre 

(Kuan-Jung et al., 2015; Kavitha et al., 2013; Nakao et al., 2010; Park et al., 2010). El 

fármaco NFMX se empleó como control positivo, para ello se preparó en condiciones 

asépticas colocando un comprimido que contenía 120 mg de NFMX (Lampit, Bayer) en un 

mortero y se resuspendió en 1 mL de agua destilada estéril (Cencig et al., 2012). Se 

administró por vía oral una dosis única diaria de 100 mg/kg/día (Cabeza et al., 1988) (Tabla 

9) en un volumen de 60 ɛL. El tratamiento se llev· a cabo hasta el d²a en que la parasitemia 

ya no podía detectarse a través de preparaciones de sangre fresca, tal como se describió 

anteriormente (Bonney y Egman, 2008; Rowland et al., 1984). 

 

9.2.2.7 Detección de anticuerpos IgG por ELISA 

 

Una placa de 96 pozos (Nunc Maxisorp, Thermo Fisher, USA) fue sensibilizado con lisado 

de par§sitos de Tc (5ɛg/mL de proteína en buffer NaCO3/NaHCO3, pH 6.8) e incubado toda 

la noche a 4 ° C, para detectar anticuerpos generados por la vacuna TcVac1M (TcG2/TcG4), 

Las placas fueron lavadas con 200ɛl de PBS 1X-0.05% Tween-20 (PBS-T) y bloqueados con 

5% leche sin grasa-PBS-T por 1 hora a 37 °C. Los sueros experimentales fueron diluidos 

1:1000 en 200ɛl de PBS-T 0.05% agregados a la placa e incubados 1 h a 37 °C. Las placas 
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fueron posteriormente lavadas 6 veces con PBS-T y se agregó el conjugado peroxidasa-

anticuerpo de inmunoglobulinas (IgG: 1:2500) y se incubó por 1 hora a 37 °C. Las placas 

fueron lavadas nuevamente y se la agrego el sustrato peroxidasa en búfer citrato a pH de 4.5-

0.03% de H202. El color fue desarrollado con TMB (3,3´5,5´-tetrametilbenzidina). La 

reacción se detuvo 15 minutos después adicionando una solución de 5N de H2SO4. La lectura 

se realizó a 450 nm en espectrofotómetro Epoch, (BioTek, USA). 

 

9.3 Análisis estadístico 

 

La prueba de análisis de varianza (ANOVA) se utilizó para analizar los resultados de ensayo 

de viabilidad in vitro, parasitemia, niveles de MDA y niveles de IgG. Las diferencias entre 

grupos para todos los ensayos se evaluaron mediante la prueba de Tukey. Los análisis 

estadísticos 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 p < 

0.05. 
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10. RESULTADOS 

 

10.1 Artí culo Publicado 

 

Resumen 

 

Durante la infección por Trypanosoma cruzi, el estrés oxidativo es considerado un factor que 

contribuye al desarrollo de la cardiomiopatía dilatada. En este estudio, los efectos de la 

astaxantina (ASTX) se evaluaron como un tratamiento farmacológico alternativo para la 

enfermedad de Chagas en modelo murino durante la fase aguda de la infección, dadas sus 

propiedades anti-inflamatorias, inmuno-moduladoras y antioxidantes. La ASTX se evaluó in 

vitro en cultivo axénico de parásitos y en co-cultivo con células Vero. In vivo se evaluó el 

efecto de la suplementación de la ASTX (10 mg/kg/día) y/o Nifurtimox (NFMX, 100 

mg/kg/día) en ratones BALB/c (4-6 semanas de edad) infectados con Trypanosoma cruzi. 

Los resultados muestran que la ASTX tuvo un efecto detrimental sobre el cultivo axénico de 

parásitos afectando su viabilidad, pero no cuando se cultivó con monocapa de células Vero. 

In vivo, la ASTX no tuvo ningún valor terapéutico frente a la infección aguda por 

Trypanosoma cruzi, ya sea solo o en combinación con NFMX, debido a que los animales 

infectados y tratados con NFMX o ASTX/NFMX sobrevivieron al período experimental (60 

días), mientras que los animales infectados y suplementados sólo con ASTX murieron antes 

del día 30 post-infección. La ASTX no mostró ningún efecto sobre el control de la 

parasitemia, sin embargo, se asoció con un incremento de infiltrado linfo-plasmocítico de 

tipo focal en corazón, con un número reducido de nidos de amastigotes en tejido cardíaco y 

folículos linfoides del bazo menos hiperplásicos, en comparación con los grupos control. 

Inesperadamente, la ASTX mostró un efecto negativo en animales infectados co-tratados con 

NFMX, ya que se observó un incremento en la duración de la parasitemia, posiblemente 

debido a que la ASTX bloqueó la producción de radicales libres generados por el NFMX, el 

cual es el mecanismo de acción antiparasitario. En conclusión, la astaxantina no se 

recomienda durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas ya sea solo o en combinación 

con Nifurtimox. 
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