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RESUMEN 

 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi), un protozoario hemoflagelado, es el agente etiológico de la 

enfermedad de Chagas. Ésta es la causa más común de muertes relacionadas insuficiencia 

cardiaca congestiva entre los adultos jóvenes en las áreas endémicas de Sudamérica, 

Centroamérica y México. También se ha convertido en un problema de salud importante en 

los Estados Unidos y Europa debido a la migración a gran escala de latinoamericanos en las 

últimas décadas. Los esfuerzos para el desarrollo de vacunas contra la infección por T. cruzi 

han aumentado en los últimos años. Nuestro grupo de trabajo ha diseñado una serie de 

vacunas (TcVac) compuestas por antígenos de membrana anclados a la GPI derivados de T. 

cruzi. Se ha demostrado que las vacunas TcVac aumentan las respuestas inmunitarias 

humorales y celulares y proporcionan un control significativo (pero no completo) de la 

infección experimental en ratones y perros. En el presente documento, nos propusimos probar 

dos protocolos de inmunización para la entrega de la vacuna de ADN (TcVac1) compuesta 

de antígenos TcG2 y TcG4 en un modelo de ratón BALB/c. En un primer ensayo se comparó 

la protección conferida por la vacuna TcVac1 administrada vía intramuscular (IM) contra el 

protocolo de vacunación electroporación/intradérmica (IDE). Se vacunaron cuatro veces, con 

quince días de diferencia a doce ratones BALB/c por grupo. Dos semanas después de la 

última inmunización, se sacrificó a la mitad de los animales (n=6) de cada tratamiento, para 

la evaluación de la eficacia de la vacuna en la pre-infección y la segunda mitad (n=6) se 

sacrificaron 60 días después de la infección con trypomastigotes cepa Sylvio X10/4 de T. 

cruzi, para ser evaluados durante la fase aguda de la infección. La respuesta inmune humoral 

se evaluó mediante la evaluación de los subtipos de IgG anti-TcG2 y anti-TcG4 utilizando 

un ensayo de ELISA. La respuesta inmunitaria celular se evaluó mediante un ensayo de 

proliferación de linfocitos. Por último, se evaluaron los aspectos clínicos y morfopatológicos 

para todos los animales experimentales. Nuestros resultados demostraron que al comparar la 

entrega IDE TcVac1 frente a la entrega IM, el primero indujo un nivel significativamente 

mayor de respuesta de anticuerpos específicos por antígeno (IgG2a+IgG2b>IgG1) y 

proliferación de linfocitos, que se expandió en respuesta al desafío de infección. La 

evaluación histológica después de la infección por desafío mostró infiltración de células 
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inflamatorias (macrófagos y linfocitos) en el corazón y el tejido esquelético de todos los 

ratones infectados. Sin embargo, el mayor aumento de infiltrados inflamatorios se observó 

en ratones TcVac1_IDE/Tc en comparación con TcVac1_IM/Tc o ratones no 

vacunados/infectados. La extensión del infiltrado inflamatorio tisular se asoció directamente 

con el control de los nidos de amastigotes intracelulares en ratones vacunados/infectados 

(contra a los no vacunados/infectados). Nuestros resultados sugieren que la administración 

de IDE mejora la eficacia protectora de la vacuna TcVac1 contra la infección por T. cruzi en 

ratones en comparación con la administración IM de la vacuna. 

Posteriormente en un segundo experimento, se probó la eficacia de diferentes dosis vacunales 

utilizando la modificación a la vacuna eliminando los plásmidos que codifican para la 

interleucina-12 y factor estimulante de colonias granulocitos-macrófagos (GM-CSF). En este 

ensayo, se probaron cinco dosis diferentes (1, 5, 10, 15 y 20ug) de la vacuna para determinar 

la dosis óptima recomendada para prevenir la infección por T. cruzi con aplicación 

intradérmica/electroporación de la vacuna. En este experimento se utilizaron cuarenta y dos 

ratones hembra, cepa CD1, subdivididos en 7 tratamientos diferentes (n=6/grupo). Después 

de la vacunación, los ratones fueron desafiados con cepa Ninoa/MHOM/MX/1994 de T. cruzi 

(500 trypomastigotes/ratón, intraperitonealmente). Se analizaron parámetros tales como 

parasitemia, prueba de supervivencia, prueba serológica (ELISA) y análisis histopatológicos 

para evaluar la eficacia de la protección de la vacuna y determinar la dosis óptima. Los 

resultados demostraron que el grupo vacunado con 10 µg de dosis de ADN plasmídico 

indujeron los mejores niveles de inmunoglobulinas específicos, la parasitemia más baja y el 

mayor control del nidos de parásitos en cardiomiocitos y tejido muscular esquelético. Se 

confirmó que la aplicación intradérmica en conjunto con la  electroporación es un método 

eficaz para la administración de vacunas con ADN, ya que mejora la inmunogenicidad del 

plásmido entregado, y reduce el tiempo y el costo de preparación de la vacuna, se minimiza 

la dosis de la vacuna, el número de refuerzos de la vacuna se reduce a una sola aplicación y 

la vacuna no requiere el uso de adyuvantes. 

La patología es una disciplina que depende crucialmente de la interpretación de imágenes 

para el diagnóstico y pronóstico de enfermedades. Tradicionalmente las técnicas de 

interpretación se basaron en gran medida en el análisis subjetivo de los especímenes, con un 
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acuerdo variable entre los observadores. La interpretación moderna hace uso tanto del 

análisis molecular, como de la cuantificación objetiva de a través de microscopía auxiliada 

por sistemas de digitalización óptica. La dificultad para que el sistema ocular/cerebro humano 

analice objetivamente un objeto dentro de una escena, independientemente de su información 

contextual (por ejemplo, la percepción de un objeto dado puede ser muy diferente según su 

contexto), lo que promueve la necesidad de un ayuda microscopía computarizada para su uso 

en la patología molecular. De ahí que nuestro tercer experimento se enfocó en el desarrollo 

de un sistema digital de análisis de imágenes histopatológicas.  

En este tercer ensayo se utilizaron técnicas computarizadas de análisis digital de imágenes 

histopatológicas (técnicas de interpretación histológica basadas en el análisis de imágenes, 

cuantificación molecular de marcadores mixtos en estudios colorimétricos) enfocado en la 

detección y conteo de los infiltrados linfocitarios, conteo de cardiomiocitos y la 

determinación de hipertrofia cardiaca en ratones infectados con cepa Sylvio X10/4 de T. cruzi 

y la comparación de los resultados obtenidos con los resultados histológicos basados en 

observación y análisis visual realizado con tres patólogos en un ensayo doble ciego. Se usaron 

ratones BALB/c (n=48), los cuales fueron vacunados con TcVac1 vía intradérmica con 

electroporación, los ratones fueron sacrificados al día 60 post-infección y el análisis 

histopatológico se llevó a cabo como sigue; A) Se examinaron al menos cinco secciones por 

tejido (ventrículo derecho, ventrículo izquierdo y septum) para cada ratón para detectar la 

presencia de inflamación aguda y nidos de parásitos (magnificación: 400X y 100X), el 

parasitismo tisular se evaluó contando los nidos de amastigotes presentes en 100 campos 

microscópicos en cada uno de los corazones analizados. Del mismo modo, el infiltrado 

inflamatorio se visualizó en >200 campos microscópicos de las secciones de tejido del 

corazón, tres patólogos analizaron en un estudio doble ciego las muestras, y se registraron 

los resultados finales del consenso. B) los tejidos fueron procesados en cortes 4 µm, teñidos 

con HE y analizados en las mismas secciones mencionados anteriormente. Los tejidos fueron 

observados bajo microscopio óptico y se llevó a cabo el análisis colorimétrico a través del 

software Image-Pro Plus 5.1. para todas las muestras. Finalmente, la comparación de los 

datos obtenidos de ambas técnicas fueron comparados. Los resultados mostraron la eficacia 

del análisis computarizado y la precisión de los datos obtenidos, donde había una diferencia 

estadísticamente significativa (P˂0.05) entre los grupos vacunados y no vacunados. la 
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conclusión del presente experimento fue la obtención de datos cuantitativos para los estudios 

histopatológicos sin la necesidad de usar otras técnicas más costosas como 

inmunohistoquímica, FISH, ISH (silver-based), immunocitoquìmica, expresión de proteínas 

marcadas, etc. y evadir el margen de error humano en la recopilación y procesamiento de 

datos. 

  



VI 
 

ABSTRACT 

Trypanosoma cruzi, a protozoon, is the etiological agent of Chagas disease. Chagas 

disease is the most common cause of congestive heart failure related deaths among young 

adults in endemic areas of South America, Central America, and Mexico. It has also become 

a major health problem in the United States and Europe due to the large-scale migration of 

Latin Americans in recent decades. Efforts to develop and test vaccines against Trypanosoma 

cruzi infection have increased in recent years. We have designed a TcVac series of vaccines 

composed of GPI-derived membrane antigens derived from T. cruzi. TcVac vaccines have 

been shown to increase humoral and cellular immune responses and provide significantly 

(but not complete) control of experimental infection in mice and dogs. In this experiment, 

we set out to test two immunization protocols for the delivery of the DNA vaccine (TcVac1) 

composed of TcG2 and TcG4 antigens, in a BALB/c mouse model. The mice were 

immunized with TcVac1 through intradermal/electroporation (IDE) or intramuscular (IM) 

routes, the protection conferred by the comparative TcVac1 administered via intramuscular 

(IM) against an intradermal/electroporation (IDE) vaccination protocol, was evaluated. 

Twelve BALB/c mice were vaccinated per group, four times, a fortnight apart. Half of the 

animals (n=6) of each treatment were sacrificed two weeks after the last immunization, for 

the vaccine effectiveness evaluation in pre-infection phase, and the second half (n=6) were 

sacrificed 60 days after infection (dpi) with T. cruzi trypomastigotes strain Sylvio X10/4, and 

evaluated during the acute phase of infection. The humoral immune response was evaluated 

by evaluating the subtypes of IgG anti-TcG2 and anti-TcG4 using an ELISA. The cellular 

immune response was evaluated by a lymphocyte proliferation test. Finally, the clinical and 

morphological aspects for all experimental animals were evaluated. Our results showed that 

by comparing the delivery of IDE TcVac1 versus IM delivery, the former induced a 

significantly higher level of antigen-specific antibody response (IgG2a+IgG2b>IgG1) and 

lymphocyte proliferation, which is expanded in response to the challenge Infection phase. 

Histological evaluation after challenge infection showed infiltration of inflammatory cells 

(macrophages and lymphocytes) into the heart and skeletal tissue of all infected mice. 

However, the greatest increase in inflammatory infiltrates was observed in TcVac1_IDE/Tc 

mice compared to TcVac1_IM/Tc or unvaccinated/infected mice. The extent of the tissue 

inflammatory infiltrate was directly associated with the control of intracellular amastigote 
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nests in vaccinated/infected mice (against the unvaccinated/infected). Our results suggest that 

the Administration of IDE improves the protective efficacy of the TcVac1 vaccine against T. 

cruzi infection in mice compared to IM administration of the vaccine. 

Subsequently, in the second experiment of this doctoral paper, the efficacy of different 

vaccine doses has been tested using the modification of the vaccine by eliminating the 

plasmids encoding for interleukin-12 and granulocytes-macrophages colony stimulating 

factor (GM-CSF). In this work, we tested five different doses (1, 5, 10, 15 and 20 µg) of the 

vaccine to determine the optimal dose to be used to prevent T. cruzi infection using 

electroporation intradermal injection. Forty-two female mice, CD1 strain, have been used 

subdivided into 7 different treatments (n=6/group). After vaccination, the mice were 

challenged with Ninoa/MHOM/MX/1994 strain of T. cruzi (500 trypomastigotes/mouse, 

intraperitoneally). Parameters such as parasitemia, survival test, serology test (ELISA) and 

histopathological analysis were used to evaluate the effectiveness of vaccine protection and 

determine the optimal dose. The results showed that the vaccinated group with 10 µg of 

plasmid DNA dose induced the best levels of specific immunoglobulins, lower parasitemia 

and increased control of the parasite nest in cardiomyocytes and skeletal muscle tissue. The 

use of electroporation was confirmed to be an effective method for administering DNA 

vaccines, as it improves the immunogenicity of the delivered plasmid, and reduces the time 

and cost of preparing the vaccine, minimizes the dose of the vaccine , the number of vaccine 

increases is reduced to a single application and the vaccine does not require the use of 

adjuvants. 

Pathology is a discipline that depends crucially on the interpretation of images for the 

diagnosis and prognosis of diseases. When the techniques of historical interpretation were 

largely based on the subjective analysis of specimens, with variable agreement among 

observers, modern interpretation makes use of both molecular input and machine objective 

quantification. The difficulty for the human eye system/brain to objectively analyze an object 

within a scene, regardless of its contextual information (e.g., the perception of a given object 

may be very different depending on its context), making the need for computerized 

microscopy aid for use in molecular pathology. 
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Regarding the third experiment, the involvement of computerized techniques in the digital 

analysis of histopathological images (histological interpretation techniques based on image 

analysis, molecular quantification of mixed markers in colorimetric studies) was focused on 

the detection and counting of lymphocyte infiltrates, cardiomyocyte count and cardiac 

hypertrophy determination in mice infected with Sylvio X10/4 strain of T. cruzi and 

comparing the results obtained with the results obtained with the histological results based 

on observation and visual analysis performed with three random pathologists. BALB/c mice 

(n=48) were used, which were vaccinated with TcVac1 via intradermal with electroporation, 

the mice were sacrificed on day 60 post-infection and histopathological analysis was carried 

out as follows; A- At least nine sections per tissue (right ventricle, left ventricle and septum) 

were examined for each mouse for acute inflammation and parasite nests (magnificent: 400X 

and 100X), tissue parasitism was evaluated by counting the amastigote nests present in 100 

microscopic fields in each of the heart analyzed. Similarly, the inflammatory infiltrate was 

visualized in >200 microscopic fields of the tissue sections of the heart, three pathologists 

blindly analyzed the samples, and the final results of the consensus were recorded. B- The 

tissues were processed in 4 µm sections, stained with HE and analyzed as mentioned above, 

the tissues were observed under an optical microscope and computerized colorimetric 

analysis was carried out through “Image-Pro Plus 5.1” software for all samples. Finally, the 

comparison of the data obtained from both techniques was performed. The results showed 

the effectiveness of computerized analysis and the accuracy of the data obtained, where there 

was a statistically significant difference (P. 0.05) between vaccinated and unvaccinated 

groups. the conclusion of this experiment was the collection of quantitative data for 

histopathological studies without the need to use other more expensive techniques such as 

immunohistochemistry, FISH, ISH (silver-based), immunocytochemical, protein expression 

marked, etc. and evading the human error margin in data collection and processing  
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

Trypanosoma cruzi es el agente causante de la devastadora enfermedad de Chagas en 

América Latina. La ruta más común de transmisión de parásitos a los seres humanos es a 

través de triatominos hematófagos. La enfermedad de Chagas se caracteriza por una fase 

aguda y otra crónica. Una vez que la parasitemia aguda disminuye, la mayoría de las personas 

infectadas alcanzan una infección crónica menos fulminante. Varios años después de la 

infección, 20-35% de los individuos infectados desarrollan lesiones irreversibles del sistema 

nervioso autónomo del corazón, y/o esófago, colon, y sistema nervioso periférico. La 

enfermedad de Chagas representa la principal causa de lesiones cardíacas en adultos jóvenes 

y económicamente productivos en los países endémicos (Chagas 1909; Schmunis and Yadon 

2010). Los programas de control de vectores no han podido prevenir completamente la 

transmisión de parásitos (Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases 

1993), los medicamentos antiparasitarios disponibles no son lo suficientemente seguros o 

eficaces, y actualmente no hay vacunas disponibles (Hotez and Ferris 2006).  

Los estudios de las respuestas inmunitarias en modelos resistentes y susceptibles de 

la enfermedad de Chagas han sido valiosos para mejorar nuestro conocimiento de la 

inmunidad protectora y diseñar los enfoques de vacunación contra la infección por T. cruzi. 

La secuenciación del genoma de T. cruzi y el desarrollo de enfoques para producir proteínas 

recombinantes han hecho factible producir, entregar y probar la eficacia de una variedad de 

antígenos T. cruzi recombinantes como posibles candidatos a vacunas en modelos 

experimentales de infección y enfermedad (Bhatia et al. 2004; Garg and Bhatia 2005; Cazorla 

et al. 2009).  

De hecho, muchos de los antígenos recombinantes se han probado como vacunas 

profilácticas. Sin embargo, las vacunas a base de proteínas recombinantes no proporcionaron 

una alta eficacia en el control de la infección por T. cruzi (Lúcia Pereira-Chioccola et al. 

1999; Ribeirao et al. 2000). Esto es, al menos, en parte debido al hecho de que las proteínas 

recombinantes a pesar de haber provocado potentes respuestas de anticuerpos anti-T. cruzi, 

pero no pudieron estimular la inmunidad celular que se requiere para controlar la forma 
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replicativa intracelular del parásito. Por lo tanto, se requieren nuevos antígenos candidatos, 

así como nuevos enfoques para diseñar una vacuna eficaz contra la infección por T. cruzi. 

Nuestro grupo ha realizado pruebas computacionales de bases de datos de secuencias 

de T. cruzi, reportadas en GenBank, e identificado genes que codifican proteínas ancladas a 

la glicosilfosfatidilinositol (GPI) como posibles candidatos a vacunas (Bhatia et al. 2004). 

Mediante un análisis riguroso durante un período de varios años, determinamos que dos de 

los antígenos candidatos seleccionados, denominados TcG2 y TcG4, eran máximamente 

relevantes para el desarrollo de la vacuna. Estos dos antígenos se conservan 

filogenéticamente en una variedad de linajes de T. cruzi, expresados en etapas infecciosas e 

intracelulares del ciclo de vida del parásito, y son reconocidos por las inmunoglobulinas 

(IgG) y las células T CD8+ en múltiples huéspedes infectados por T. cruzi (Bhatia and Garg 

2008).  

La coadministración intramuscular de estos antígenos como vacuna de ADN 

(TcVac1) indujo un mayor grado de protección contra la infección por T. cruzi que el 

observado por la administración de antígenos únicos en ratones (Garg and Bhatia 2005). En 

perros, la vacuna candidata TcVac1 provocó un incremento significativo de anticuerpos 

trypanolíticos y una respuesta Th1 de citoquinas (IFN-γ), propiedades que se han asociado 

con el control inmune de T. cruzi (Aparicio-Burgos et al. 2011). 

Los métodos de administración de antígenos pueden dar lugar a una calidad y 

cantidad variables de respuestas inmunitarias. Los sistemas de administración física, como 

la electroporación, la microinyección, la pistola de genes, el tatuaje, el láser y el ultrasonido, 

se han probado para la administración de vacunas basadas en el ADN contra agentes 

infecciosos (Bolhassani and Rafati 2011). La electroporación (EP) induce la formación de 

poros acuosos en bicapas lipídicas mediante la aplicación de un pulso breve (microsegundos 

a milisegundos), de alto voltaje para superar la barrera de la membrana celular. Este estado 

permeabilizado transitorio se utiliza para cargar células con una variedad de moléculas 

diferentes, incluyendo iones, fármacos, colorantes, trazadores, anticuerpos, ARN y ADN 

(Faurie et al. 2005). 
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La electroporación del ADN in vivo ha demostrado ser un método eficaz, que produce 

un mayor nivel de la incorporación celular del ADN, el aumento en el número de células 

transfectadas por el ADN y la reducción de la variabilidad entre sujetos. La electroporación 

de la vacuna de ADN también ha proporcionado una mayor magnitud de la expresión génica, 

que requiere menos tiempo para alcanzar una respuesta inmunitaria máxima en comparación 

con el enfoque intramuscular convencional de la administración de la vacuna de ADN (Monie 

et al. 2009). Se ha demostrado una mayor eficacia de las vacunas de ADN suministradas por 

método de electroporación frente a otros métodos en comparación con una amplia gama de 

enfermedades infecciosas, como la gripe, el VIH, la hepatitis C, el paludismo y el ántrax 

(Kutzler and Weiner 2008). También se ha probado la electroporación para la administración 

de medicamentos y vacunas contra una variedad de cánceres (Best et al. 2009; Daemi et al. 

2012). 

 En este documento, describimos la eficacia protectora de la vacuna TcVac1 aplicada 

a través de un enfoque de electroporación intradérmica (IDE). La vacuna TcVac1 se inyectó 

en ratones a través del IDE y los ratones fueron desafiados con T. cruzi. Hemos analizado la 

función de las respuestas de anticuerpos y linfocitos inducidas por la vacuna al proporcionar 

protección contra la parasitemia aguda en ratones. También realizamos un examen 

histopatológico del corazón y el músculo esquelético, centrándonos en la eficacia del 

protocolo de vacunación en la reducción de la lesión tisular durante la infección aguda por 

T. cruzi. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

 

1. Enfermedad de Chagas: 

La enfermedad de Chagas lleva el nombre de Carlos Chagas, el investigador pionero 

que la describió por primera vez en 1909 (Chagas 1909). La enfermedad, que sólo existe en 

el continente americano, es causada por un parásito flagelado, Trypanosoma cruzi, y se 

transmite principalmente a los seres humanos por insectos de triatomino hematófagos.  

La enfermedad de Chagas tiene dos fases sucesivas, aguda y crónica. La fase aguda 

dura 6-8 semanas. Una vez que la fase aguda disminuye, la mayoría de los pacientes 

infectados recuperan un estado aparente y saludable, donde no se puede demostrar ningún 

daño a los órganos mediante métodos de diagnóstico clínico. La infección sólo puede ser 

verificada mediante pruebas serológicas o parasitológicas. Esta forma de la fase crónica de 

la enfermedad de Chagas se denomina forma indeterminada. La mayoría de los pacientes 

permanecen en esta forma de la enfermedad. Sin embargo, después de varios años de esta 

fase, 20-35% de los individuos infectados desarrollarán lesiones irreversibles del sistema 

nervioso autónomo en el corazón, esófago, colon y/o sistema nervioso periférico, y perdura 

por el resto de la vida del individuo infectado. La enfermedad de Chagas representa la primera 

causa de lesiones cardíacas en adultos jóvenes y económicamente productivos en los países 

endémicos de América Latina  (Coura and Borges-Pereira 2012). 

 

1.1. Manifestaciones clínicas de la enfermedad: 

Un punto importante en la identificación de la enfermedad de Chagas fue la 

observación de un edema ocular conocido como signo de Romaña. El signo de Romaña es 

un signo temprano patognomónico de la enfermedad de Chagas, una conjuntivitis grave de 

unilateral con hinchazón del párpado, inflamación de la glándula lagrimal e hinchazón de las 

glándulas linfáticas regionales causada por la entrada del parásito T. cruzi. El signo ha 

demostrado ser de gran valor en la identificación de la infección en su fase aguda (WHO 

2017). 
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1.2. Primera evidencia de la tripanosomiasis americana en América Latina: 

Los primeros estudios epidemiológicos de la tripanosomiasis humana en 

estadounidenses fueron reportados por Segovia en El Salvador en 1913. En Panamá en 1931, 

la presencia de la enfermedad fue confirmada con el reporte de 19 casos humanos en el área 

del Canal de Panamá. De León en 1935 observó la importancia de la enfermedad en ese país  

(León Gómez et al. 1960). En 1949, el primer caso nativo de la enfermedad fue descrito en 

Nicaragua, y más recientemente, en 1969, Fray Bernadini de Schagen informó que las 

viviendas estaban infestadas por vectores descritos como "venenosos insectos chupasangre” 

conocidos como cucarachas. En México en 1928, Hoffman describió la gran abundancia y 

domiciliación de Triatoma dimidiata en Chiapas y Veracruz. En 1938 Bernal Flandes publicó 

sobre insectos transmisores en Veracruz, y en 1940, Palomo Eroso describió otros dos nuevos 

casos en Yucatán. No fue hasta 1972 cuando se llevó a cabo la primera identificación formal 

de la enfermedad con informes de Eugenio Palomo y Luis Mazzotti (Velasco-castrejón and 

Rivas-sánchez 2008; Simposio: Academia Nacional de Medicina, 1975). 

1.3. Ciclo de vida de la enfermedad de Chagas y mecanismo de invasión: 

Trypanosoma cruzi, el parásito protozoario, tiene un ciclo de vida que involucra tanto 

a los huéspedes vertebrados como a los invertebrados dentro del cual surgen las etapas de 

desarrollo del parásito. Como parásito intracelular obligado en el huésped vertebrado, la 

localización intracelular es fundamental para el establecimiento y mantenimiento de la 

infección por T. cruzi. La invasión de células anfitrionas se logra mediante trypomastigotes 

metacíclicos, que son formas altamente especializadas y no divisoras de T. cruzi que pueden 

penetrar una amplia variedad de tipos de células de mamíferos. Una vez dentro de la célula 

huésped, los trypomastigotes se someten a un proceso de desarrollo que culmina en la 

formación de amastigotes replicativos que proliferan en el citoplasma de la célula huésped 

durante 5-6 días hasta que ocupan la mayor parte del volumen celular. En esta etapa, la 

división de amastigotes cesa y la diferenciación a los trypomastigotes se produce seguida de 

la ruptura de la membrana plasmática de la célula huésped (Costales and Rowland 2007) 

liberando trypomastigotes que diseminan la infección. 
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1.4.1. Transmisión a través de vectores: 

Sobre la base de encuestas transversales de 18 países, se estimó que la prevalencia 

global de la infección humana por T. cruzi dichos países endémicos alcanzó los 17 millones 

de casos. En la República Mexicana se han identificado 32 especies de triatominos 

transmisores, 23 son exclusivos del país; también se han identificado 13 especies de 

importancia epidemiológica por su capacidad vectorial y su distribución, entre las cuales 

destacan Triatoma barberi, Triatoma dimidiata y Meccus pallidipennis (Salazar Schettino et 

al. 2005). 

 

1.4.2. Transmisión mediante transfusión sanguínea: 

 

La transmisión de la enfermedad de Chagas a través de la transfusión de sangre es una 

amenaza real incluso para los países donde la enfermedad no se transmite por vectores, como 

los Estados Unidos y Canadá, donde se han documentado casos de enfermedad aguda de 

Chagas (Grant 1989). En 1986, en Puebla, México, se encontró un 17.5% de prevalencia de 

personas positivas a T. cruzi de 200 muestras analizadas (Velasco-Castrejón and Guzmán-

Bracho). Las tasas de prevalencia de la infección por T. cruzi en sangre variaron entre el 1,3% 

y el 51,0%, estas tasas fueron mucho más altas que las de la infección por hepatitis o VIH. 

Se considera la segunda forma más importante de propagar la infección en zonas endémicas 

y no endémicas, esta vía de transmisión depende principalmente de la presencia del parásito 

en la sangre y del estado inmunológico del receptor, y se detectó que el parásito es viable 

durante un período de tiempo de 18 a 250 días (Schmunis 2007; Schmunis and Yadon 2010). 

 

1.4.3. Transmisión oral: 

 

Ha ocurrido que por transmisión oral varias personas se ven afectadas simultáneamente 

señalando la aparición de un brote de origen común a través de alimentos contaminados. La 
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prevención de esta transmisión se basa en la vigilancia, prevención y manejo de alimentos 

contaminados según lo recomendado por un grupo de expertos convocados por la OPS en 

Brasili (OPS/DPC/CD/CHA, 2006). Esta ruta de transmisión fue establecida y documentada 

(Rodriguez-Morales 2008). Uno de los casos más documentados se debe a la ingestión de 

jugo de aai y se concentra en los estados de Pará y Amapá, donde la producción de esta fruta 

es intensiva. 

 

1.4.4. Otras formas de transmisión: 

1.4.4.1. Transmisión congénita:  

El número de casos de enfermedad congénita de Chagas se ha estimado alrededor de 14.385 

por año en América Latina, alrededor de 66 a 638 por año en los Estados Unidos, y alrededor 

de 20 a 183 por año en Europa. La transmisión congénita de la enfermedad Chagas puede 

ocurrir durante cualquier fase de la enfermedad materna. Durante el primer trimestre del 

embarazo (semanas 1–12), la transmisión es probablemente rara. El suministro de sangre 

materna se vuelve continuo y difuso en toda la placenta sólo después de la semana 12 de 

gestación. Por lo tanto, la transmisión de parásitos sanguíneos probablemente ocurre con 

mayor frecuencia durante el segundo y tercer trimestre del embarazo (transmisión prenatal) 

y tal vez también más cerca del parto y durante el parto (transmisión perinatal) a través de 

brechas placentarias (Gebrekristos and Buekens 2014). 

 

1.4.4.2. Transmisión de trasplante de órganos: 

Las personas que reciben un trasplante de órganos de un donante infectado también están en 

riesgo de contraer la enfermedad de Chagas, debido al tratamiento inmunosupresor en el 

receptor de órganos, un pequeño número de parásitos presentes en el injerto han sido capaces 

de desarrollarse rápidamente. Además, un paciente infectado que está recibiendo un 

trasplante de órganos puede desarrollar signos clínicos de la enfermedad de Chagas cuando 

se implementa tratamiento inmunosupresor antes del injerto (Forés et al. 2007; Souza et al. 

2008). El problema también se ha descrito en países no endémicos y los impactos diferían 
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según el órgano trasplantado. De hecho, las consecuencias del trasplante de corazón parecen 

mucho más graves que el trasplante de riñón o hígado del mismo donante. 

 

1.4.4.3. Transmisión accidental de laboratorio: 

El personal que trabaja en laboratorios de investigación o clínicos corren el riesgo de 

infectarse con Trypanosoma cruzi a través de la manipulación de materiales que contengan 

parásitos viables (por ejemplo, trypomastigotes infecciosos). Las contaminaciones 

accidentales adquiridas en laboratorio más frecuentes resultaron de lesiones por pinchazos 

de aguja durante la infección experimental de ratones o de la transmisión por aerosol o gotas 

de materiales infectados (sobrenadantes de cultivo de T. cruzi, heces de triatoma y la sangre 

infectada) por contacto de la piel o de la mucosa (Brener 1986). Otras fuentes de 

contaminación de laboratorio fueron la pulverización de parásitos por gotas o la rotura de un 

tubo que contiene parásitos vivos. En particular, los tubos especiales para la preservación 

criogénica con frecuencia se rompen cuando se descongelan. La contaminación también 

puede ocurrir debido a una cantidad muy baja de parásitos y el parásito también puede estar 

presente en gotas secas de cultivo infeccioso o sangre contaminada presente en una superficie 

del laboratorio. El cultivo de los epimastigotes se considera a menudo no infecciosa; sin 

embargo, los cultivos viejos que se enriquecen en trypomastigotes metacíclicos son 

infecciosas. La contaminación adquirida en laboratorio se puede prevenir usando guantes, 

una máscara, haciendo cultivos en un laboratorio bioseguridad nivel 3 (tipo L3) y utilizando 

instalaciones adecuadas para animales. 

 

 

1.5. Globalización de la transmisión: 

La creciente movilidad de las poblaciones y la migración hacia países no endémicos han 

extendido la infección a estos países a través de transfusiones de sangre, trasplantes de 

órganos y la forma congénita entre los migrantes. El riesgo está relacionado con el país de 

origen de los migrantes y la tasa de prevalencia en ese país dado. Sin embargo, los avances 
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observados en el control de la transmisión indican que esta posible extensión a Europa, los 

Estados Unidos y el Canadá podría ser transitoria o decreciente. La OMS ha lanzado 

recientemente la Red Mundial para la Eliminación de la Enfermedad de Chagas (GNChE) 

para controlar esta situación. También se informó de la dispersión global de la enfermedad 

de Chagas debido a las poblaciones migrantes de América del Sur y Central a Europa, 

América del Norte, Japón y Australia. Por último, es necesaria que los países no endémicos 

mantengan y desarrollen una conciencia de la enfermedad de Chagas como consecuencia de 

la globalización (Schmunis and Yadon 2010). 

 

1.6. Epidemiología y distribución de vectores: 

Se demostró que una comprensión completa de la epidemiología de la enfermedad de 

Chagas a través de su distribución era esquiva y compleja, y sigue siendo intensa la 

investigación hasta la actualidad. La dificultad para definir la epidemiología de la enfermedad 

de Chagas es atribuible a varios factores. En primer lugar, la enfermedad de Chagas es una 

zoonosis y una variedad de mamíferos ampliamente distribuidos sirven como reservorios 

para T. cruzi. Además, todos los mamíferos son susceptibles a la infección. Otro factor que 

contribuye a la complejidad de la enfermedad de Chagas como zoonosis es la variedad de 

vectores involucrados, no siendo representado simplemente por una gama de especies o 

géneros relacionados, como es el caso de todos los demás vectores de insectos, asociados con 

cualquier enfermedad dada. Los insectos triatominos son una subfamilia de insectos y en esta 

gama taxonómica relativamente amplia hay miembros de todos los grupos que pueden 

albergar a T. cruzi. La mayor parte de la transmisión, sin embargo, es atribuible a tres géneros 

principales: Rhodnius, Panstrongylus y Triatoma, pero esta diversidad todavía representa a 

dos tribus diferentes de la subfamilia (Rhodniniand y Triatomini). Además, los insectos 

varían en más que ascendencia, teniendo una amplia gama de huéspedes vertebrados y 

asociaciones ecológicas (Salazar Schettino et al. 2005). 

 

1.7. Fases de la enfermedad de Chagas: 
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La enfermedad de Chagas se caracteriza por tener una fase aguda y una crónica. En 

la fase aguda la mayoría de los pacientes tienen la forma no aparente (asintomática) de la 

infección, mientras que en la fase crónica se distinguen dos formas bien definidas de la 

enfermedad: indeterminada (latente, preclínica) y determinada (clínica), que se subdivide en 

cardiaca, digestiva (generalmente expresada como megaesófago y/o megacolon), y formas 

cardiodigestacionales. La enfermedad de Chagas es clínicamente silenciosa en la mayoría de 

los pacientes (principalmente en la fase aguda, pero también durante la fase crónica), y el 

diagnóstico debe confirmarse mediante los resultados de las pruebas de laboratorio. Muy a 

menudo el diagnóstico se hace fortuitamente; por ejemplo, cuando las personas donan sangre, 

durante el examen de detección de salud, durante las pruebas de autorreferencia, y en 

pacientes con antecedentes familiares positivos o antecedentes epidemiológicos. 

 

1.7.1. Fase aguda:  

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se observa principalmente en la primera o segunda 

décadas de vida. Las manifestaciones clínicas aparecen alrededor (8-10) días después de la 

penetración del parásito. En la transmisión por transfusión este período puede ser más largo 

(20-40 días). La fase aguda no se reconoce clínicamente en la mayoría de los casos. La 

experiencia de quienes trabajan en áreas endémicas es que hay un caso agudo diagnosticado 

por cada 100 pacientes crónicos. El signo de Romaña es el signo más típico de portal de 

entrada del parásito. Se caracteriza por una hinchazón indolora de uno o ambos párpados de 

un ojo, los párpados se tornan de color azulado, y la congestión conjuntival y la hipertrofia 

de los ganglios linfáticos satélite (generalmente preauriculares) ocurren con frecuencia. El 

edema puede propagarse a la mitad de la cara; a veces se observa dacrioadenitis y 

disminución de la secreción conjuntival. El chagoma es otro signo de portal de entrada 

parasitario a través de la piel, caracterizado por una lesión eritematosa maculonodular, 

consistente, indolora, rodeada de hinchazón y aumento del volumen de ganglios linfáticos 

satélite, más a menudo encontrada en áreas abiertas y a veces ulcerado (Rojo-Medina et al. 

2018). La fiebre es un signo constante, con frecuencia acompañado de malestar, astenia, 

anorexia y dolor de cabeza. La fiebre suele ser más alta en los niños, puede ser continua o 

intermitente, y la temperatura puede ser más elevada durante la tarde. El agrandamiento de 
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los ganglios linfáticos, la hepatomegalia, la esplenomegalia y el edema subcutáneo son los 

principales signos sistémicos, junto con alteraciones cardíacas y neurológicas. El 

agrandamiento de los ganglios linfáticos es frecuente, de intensidad ligera o moderada, 

aislado o contiguo, con una superficie lisa, indoloro, duro y no adherente, y no fistulosa. La 

hepatomegalia y la esplenomegalia también son frecuentes, con características similares a las 

de los ganglios linfáticos. La leucocitosis leve a moderada puede ocurrir durante la fase aguda 

de la enfermedad, con linfocitosis (linfocitos atípicos), plasmocitosis y neutropenia relativa. 

Se puede observar eosinofilia durante la evolución de la enfermedad. La mortalidad en la 

fase aguda solía ser alrededor del 5% de todos los casos sintomáticos, a menudo como 

consecuencia de la meningoencefalitis o miocarditis. Sin embargo, hoy en día este porcentaje 

ha disminuido como resultado del uso de drogas específicas. La cura espontánea, aunque 

excepcional, puede ocurrir como ha sido descrita anteriormente (Zeledón et al. 2018) 

 

1.7.2. Fase crónica: 

La fase crónica comienza (2-3) meses después de la infección inicial cuando las 

manifestaciones clínicas de la fase aguda desaparecen (si están presentes), y la parasitemia 

cae a niveles indetectables. En la mayoría de los casos, la fase crónica se presenta como una 

forma indeterminada, que puede evolucionar a las formas cardíacas, digestivas o 

cardiodigestivas después de años o décadas. El diagnóstico se realiza mediante pruebas 

serológicas, como la hemaglutinación indirecta, la inmunofluorescencia indirecta y ELISA, 

todas las cuales tienen alta sensibilidad y especificidad. El concepto de la forma 

indeterminada no se basó en hallazgos histológicos, sino en el hecho de que las lesiones 

viscerales no podían detectarse mediante un examen clínico y exámenes rutinarios 

complementarios en una proporción significativa de pacientes en la fase crónica de 

Enfermedad de Chagas. Un individuo infectado crónicamente con T. cruzi permanece en la 

forma indeterminada, generalmente durante un período de (10-30) años. Ha habido pocos 

estudios patológicos centrados en individuos con la forma indeterminada. Los estudios de 

necropsia de pacientes que murieron por causas accidentales revelaron miocarditis leve con 

pequeños focos dispersos de infiltración intersticial por linfocitos, macrófagos y células 

plasmáticas, junto con una reducción limitada en el número de neuronas cardíacas y plefilosis 
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miofóricos que son insuficientes para producir manifestaciones clínicas (Lopes et al. 1981). 

La forma cardíaca es la manifestación más grave y frecuente de la enfermedad crónica de 

Chagas. Se desarrolla en 20-30% de individuos y se manifiesta como tres síndromes 

principales que pueden coexistir en el mismo paciente: arrítmico, insuficiencia cardíaca y 

tromboembolismo. 

 

1.8. Vacunas: 

Las vacunas tienen un impacto indiscutible en el control de muchas enfermedades humanas 

y veterinarias importantes y, sin duda, han dado forma al panorama de la salud de las últimas 

generaciones. Las ventajas de una vacuna contra la enfermedad de Chagas serían 

significativas no sólo en términos de salud pública, sino también de desarrollo económico y 

social (Hotez and Ferris 2006). Recientemente, el creciente conocimiento sobre la respuesta 

inmunitaria asociada a la enfermedad de Chagas ha sido valioso para el diseño y las pruebas 

de los enfoques de vacunación, el desarrollo de técnicas recombinantes permitió la 

producción de diferentes inmunógenos, desde proteínas recombinantes hasta vacunas génicas 

y el adenovirus para la infección experimental por T. cruzi (Garg and Bhatia 2005; Cazorla 

et al. 2009). Las proteínas recombinantes permitieron probar varios antígenos bien definidos, 

pero la principal característica inmune inducida por estos antígenos es la producción de 

anticuerpos específicos. Desafortunadamente, los anticuerpos no son tan eficaces en el 

control de la infección por T. cruzi como en otras infecciones. Los parásitos pueden persistir 

como amastigotes dentro de las células huésped, evitando el contacto directo con los 

anticuerpos. Incluso después de la liberación de las células infectadas, los parásitos pueden 

sobrevivir y ser fácilmente detectados en el torrente sanguíneo de animales y pacientes 

infectados crónicamente a pesar del alto nivel de anticuerpos específicos que circulan. Los 

protocolos de vacunación han tenido éxito en la disminución de la parasitemia, el daño tisular 

y la mortalidad en modelos de ratón inmunizados con diferentes genes T. cruzi (Rodrigues et 

al. 2009). La idea principal para la producción de vacunas se dividió en dos conceptos, el 

primer concepto es producir vacunas contra los trypomastigotes para bloquear su entrada 

después de una picadura de triatomino infectada, y esto evitará la iniciación o persistencia de 

la infección y limitará la parasitemia. El segundo concepto es producir vacunas contra los 
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amastigotes replicativos intracelulares para inhibir la propagación de parásitos en el huésped 

y evitar que el parásito entre en la sangre. 

 

1.8.1. Formas de desarrollo de vacunas: 

La generación de vacunas anteriores contra T. cruzi fue el uso de parásitos  

inactivados por calor o el uso de fracciones subcelulares del parásito.  Principalmente se 

utilizaban se utilizaban antígenos subóptimos de proteínas de epimastigotes (la etapa 

divisible dentro del sistema digestivo del vector), y otras etapas infecciosas e intracelulares 

de T. cruzi. La vacuna se probó en diferentes modelos animales (es decir, ratones, perros, 

conejillos de indias y monos). Se cree que la pérdida de epítopos protectores durante la 

inactivación y el fraccionamiento fue la causa del éxito limitado alcanzado en esos intentos 

(Garg and Bhatia 2005; Bhatia and Garg 2008). 

La siguiente generación de vacunas estaba probando vacunas vivas con componentes 

de cepas de T. cruzi acompañadas de tratamientos con agentes farmacológicos, pasajes en 

serie en cultivos in vitro o “knockout” genéticos con pérdida de genes potencialmente 

virulentos. Estas vacunas han encontrado ser eficaces para controlar la infección con una 

desventaja el peligro de reversión de las cepas atenuadas a una forma virulenta y la 

probabilidad de mayor virulencia  

Los antígenos ofrecían una serie de propiedades atractivas como candidatos a 

vacunas, incluidas las abundantemente expresadas en las etapas infecciosas e intracelulares 

de T. cruzi y altamente inmunogénicas en la infección natural. Entre las proteínas 

recombinantes purificadas de T. cruzi que se utilizaron como candidatos vacunales se 

encuentran las proteinas GP90, GP82, GP56, Cruzipain (Cz), barra paraflagelar (paraflagellar 

rod, PFR), TC52 y la proteína reguladora de complemento (PRC) y la proteina ASP2 que 

mostraron capacidad para inducir respuestas de anticuerpos, pero no fueron eficientes en la 

eliminación parasitaria ni para estimular la inmunidad mediada por células, que es esencial 

para controlar la etapa intracelular del patógeno (Cazorla et al. 2009). 
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En las últimas dos décadas se utilizaron ampliamente vacunas de ADN desnudas para 

controlar la infección por T. cruzi. Varios plásmidos o vectores virales que contienen un gen 

de interés se inyectaron directamente en animales experimentales. El uso de plásmidos 

facilita la expresión del gen recombinante insertado directamente en las células huésped de 

los mamíferos, seguido de una rápida respuesta inmune del huésped. Se han utilizado varias 

proteínas T. cruzi como vacunas génicas: TSA1, ASP1, ASP2, LYT1, CRP y Cz (Garg and 

Tarleton 2002). Algunos de éstas tuvieron una mayor respuesta inmune protectora en 

modelos de ratones y otros fueron capaces de reducir el bloqueo o disminución de la reacción 

inflamatoria en el tejido cardíaco de ratones y músculo esqueléticos (Aparicio-Burgos et al. 

2011). 

 El uso de adyuvantes contribuyen en la mejora de la eficacia de la vacuna. 

Inicialmente los adyuvantes en vacunas contra la enfermedad de Chagas fueron propuestos 

y aplicados por (Menezes 1965), y más recientemente el uso de citoquinas como Interleucina 

12 (IL-12) y las moléculas co-estimulantes (por ejemplo, GM-CSF, CD40, HSP70) que se 

utilizaron para mejorar la respuesta inmunitaria tipo Th1 de vacunas de antígeno definido, 

generó una gran expectativa. El factor estimulante de crecimiento de colonias de granulocitos 

y monocitos (GM-CSF) se eligió como adyuvante genético porque es una potente citoquina, 

capaz de mejorar la presentación de antígenos por parte de las células presentadoras de 

antígenos profesionales, como las células dendríticas y facilita la inmunidad mediada por 

células B y T (Warren and Weiner 2000). La IL-12 es una citoquina clave implicada en la 

activación y proliferación de células T CD8+ y en la dirección de las respuestas inmunitarias 

al tipo 1 (Pan et al. 1999). 

 

Las vacunas basadas en el estudio sistemático del genoma del parásito se consideraron el 

foco principal de nuestro estudio, utilizando la base de datos de secuencias de T. cruzi (El-

Sayed 2005). Los sofisticados programas bioinformáticos están diseñados para evaluar las 

funciones genéticas sobre la base de homologías con genes caracterizados en otros 

organismos y la presencia de motivos predictivos de la orientación, la localización celular, la 

expresión superficial y funcional características del producto genético. Dichos programas, 

han permitido pasar directamente de la información de una secuencia a la identificación de 
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objetivos antigénicos y el diseño de vacunas (Bhatia et al. 2004). A partir de una base de 

datos de secuencias expresadas por T. cruzi y basados en herramientas bioinformáticas 

encontradas en la web, junto con una estrategia experimental para el desarrollo de vacunas 

contra Trypanosoma cruzi, se identificaron ocho genes putativos que codifican para proteínas 

ancladas a membrana por glicosilo-fosfatidilino (GPI) y con potencial antigénico. De las 

secuencias seleccionadas por este enfoque se identificaron tres proteinas (TcG1, TcG2 y 

TcG4) como candidatos vacunales, que están conservadas en el genoma de cepas T. cruzi de 

importancia clínica. Estos se expresaron en diferentes etapas de desarrollo del parásito e 

inmunogénicos en múltiples huéspedes. Los candidatos seleccionados fueron reconocidos 

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

Ratones inmunizados con los antígenos seleccionados presentaron una respuesta de 

anticuerpos trypanolíticos que estaba de acuerdo con la intensidad de la expresión superficial 

de estas proteínas en etapas infecciosas e intracelulares del parásito (Bhatia et al. 2004) y 

citoquinas tipo 1 (IFN-> IL4). Desde entonces, se ha examinado la eficacia protectora de 

TcG1, TcG2 y TcG4 (individualmente o en combinación con y sin Adyuvante de citoquinas 

(IL-12 y GM-CSF) en ratones. Los datos establecieron claramente que la co-entrega de los 

antígenos provocaba inmunidad aditiva y protección contra la infección por T. cruzi, tras la 

infección. Los ratones vacunados con TcVac2 produjeron anticuerpos IgG2b/IgG1 

específicos del antígeno (TcG4 > TcG2 > TcG1) y se provocó una respuesta de células T con 

dominancia CD8+, asociada a las citoquinas de tipo 1 (IFN-γ y TNF-α), en comparación con 

los controles que provocaban una respuesta de citoquinas de tipo 1/tipo 2 mixta contra la 

infección por T. cruzi. Es importante destacar que, con el control de la carga del parásito, la 

activación esplénica de células T CD8+ y las citoquinas IFN-γ /TNF-α que son de importancia 

patológica en la enfermedad crónica disminuyeron y las citoquinas IL-4/IL-10 se 

convirtieron en dominantes en ratones vacunados. En consecuencia, por primera vez, una 

vacuna mostró una eficacia exitosa en la reducción de la carga del parásito tisular cebando 

primero una respuesta de células T de tipo 1 polarizada y luego cambiando a una dominación 

tipo 2 suprimiendo la evolución de la inmunopatología y el daño tisular que son el resultado 

de la activación inmune constante en la enfermedad chagasica crónica.  
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1.9. Sistema de electroporación: 

Se han propuesto diferentes enfoques no virales para la administración de medicamentos y 

genes, como los métodos físicos y químicos. Dentro de los sistemas de administración física 

más eficientes, se pueden incluir la electroporación, la microinyección, la pistola genética, 

los tatuajes, el láser y el ultrasonido (Bolhassani and Rafati 2011). La electroporación (EP) 

es la formación de poros acuosos en bicapas de lípidos mediante la aplicación de un pulso 

corto (microsegundos a milisegundos) de alto voltaje para superar la barrera de la membrana 

celular. Este estado transitorio y permeabilizado se puede utilizar para cargar células con una 

variedad de moléculas diferentes, incluyendo iones, fármacos, colorantes, trazadores, 

anticuerpos, oligonucleótidos, ARN y ADN (Faurie et al. 2005). La electroporación ha 

demostrado ser útil tanto in vitro como in vivo. Además, los datos muestran que la 

electroporación de las vacunas de ADN in vivo es un método eficaz para aumentar la 

aceptación celular del ADN y la expresión génica en el tejido, lo que conduce a una notable 

mejora de las respuestas inmunitarias. La electroporación representa una forma de aumentar 

el número de células transfectadas por el ADN y mejorar la magnitud de la expresión génica, 

al tiempo que reduce la variabilidad entre sujetos y requiere menos tiempo para alcanzar una 

respuesta inmune máxima en comparación con la inyección intramuscular de la vacuna 

(Monie et al. 2009). La administración de vacunas de ADN mediante electroporación ya se 

ha probado con éxito en una amplia gama de modelos de enfermedades. La electroporación 

se ha utilizado para mejorar las respuestas inmunitarias utilizando vacunas de ADN dirigidas 

contra enfermedades infecciosas como la gripe, el VIH, la hepatitis C, el paludismo, el ántrax 

o para tratar o prevenir el desarrollo de tumores como el cáncer de mama, el cáncer de 

próstata y melanoma (Best et al. 2009; Daemi et al. 2012). 

La aplicación de electroporación in vivo a los sitios que reciben ADN plásmido inyectado ha 

permitido aumentos dramáticos en las respuestas inmunitarias en comparación con la 

inyección de ADN plásmido solo (Widera et al. 2000). En cuanto al EP in vivo se lleva a 

cabo predominantemente por vía intramuscular, actualmente, la piel EP se utiliza como una 

opción atractiva y menos invasiva que es capaz de inducir respuestas inmunitarias adaptativas 

robustas. Hasta la fecha, los estudios de ADN EP en la piel se han centrado principalmente 

en la expresión de antígenos, inmunidad humoral específica del antígeno, la inducción de 
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células T de producción de IFN y eficacia protectora a la infección (Bråve et al. 2011; Daemi 

et al. 2012). La vacunación por el ADN plásmido mediante electroporación cutánea (EP) es 

un método prometedor capaz de provocar respuestas humorales robustas y de células 

inmunes T CD8+ (Bråve et al. 2011). Los investigadores han demostrado que la 

electroporación de bajo voltaje puede inducir inmunidad y proteger a los ratones de manera 

efectiva (Zhou et al. 2008). Además, la electroporación intradérmica del ADN es uno de los 

métodos no virales más eficientes para la administración de genes en la piel (Lin et al. 2012b). 
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JUSTIFICACIÓN 

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) más 

importantes de América Latina. Esta enfermedad también reconocida como una enfermedad 

desatendida, afecta a la población más vulnerable con una voz pública limitada. Las ETD 

tienen un enorme impacto en las personas y las familias de los países de bajos ingresos. La 

enfermedad de Chagas es endémica en América Latina, pero debido a la gran movilidad de 

la población, la enfermedad ha llegado a muchos países no endémicos (Japón, Canadá, 

Estados Unidos, varios países de Europa y Australia), y causa alrededor de 10.000 muertes 

cada año. El Banco Mundial ha considerado a la enfermedad de Chagas como un problema 

de salud global ya que se estima que 10 millones de personas están infectadas, y alrededor 

de 75-90 millones están en riesgo de ser infectados. La enfermedad de Chagas es más 

frecuente que el paludismo o el dengue y se ha reportado que cada año se pierden 725.000 

días de trabajo debido a muertes prematuras, y se  de 1.200 millones de dólares en los siete 

países del cono sur debido a la ausentismo de trabajadores. 

La infección de Trypanosoma cruzi tiene sólo dos tratamientos de acceso limitado hasta ahora 

(Nifurtimox y Benznidadzol) además, no son ideales porque: No son eficaces en la fase 

crónica de la enfermedad, y finalmente pueden causar graves efectos secundarios adversos. 

Las instituciones de investigación de vacunas no han podido desarrollar una nueva vacuna 

con inmunidad absoluta. El presupuesto de la organización de ETD sólo da menos del 1% 

para la investigación, sólo 20 millones de los 3.063 millones de dólares se gastan en 

investigación de Chagas. Se necesita más investigación y desarrollo para asegurar a las 

familias que sufren la infección. 

De ahí que es necesario generar más investigación enfocada a mejorar la respuesta 

inmunitaria de las vacunas, y producir una estrategia vacunal que produzca un efecto 

duradero, de bajo costo y eficaz para prevenir y/o tratar el mal de Chagas. 
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HIPÓTESIS 

 

Capítulo uno: 

 

La vacuna TcVac1, aplicada por electroporación intradérmica en ratones BALB/c, induce 

una mejor respuesta inmune protectora contra la infección por T. cruzi con trypomastigotes 

Sylvio10x/4 más que los ratones vacunados intramusculares. 

 

Capítulo dos: 

 

La dosis de inmunización con ADN plasmídico a través de la electroporación intradérmica, 

puede reducirse manteniendo su eficiencia en la inducción de una respuesta inmune 

protectora contra una infección experimental en modelo murino. 

 

Capítulo tres: 

 

El análisis histopatológico mediante software es más preciso y objetivo que el análisis visual 

comúnmente utilizado en el diagnóstico por microscopía simple de la enfermedad de Chagas 

en ratones infectados experimentalmente. 
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OBJETIVOS 

 

Capítulo uno: 

 

Evaluación de la eficiencia de la vacuna TcVac1 de ADN recombinante, aplicada por 

electroporación intradérmica, a través del análisis de la respuesta inmune en ratones 

vacunados e infectados con la cepa Sylvio 10X/4 de T. cruzi. 

 

Capítulo dos: 

 

Evaluar la eficacia protectora de diferentes dosis de la vacuna TcVac1, suministrada a través 

de electroporación intradérmica contra una infección de T. cruzi en modelo murino. 

 

Capítulo tres: 

 

Determinar la capacidad de mejorar el diagnóstico histopatológico asistido por computadora 

en cortes histopatológicos de tejidos cardiacos de ratones infectados con T. cruzi, mediante 

el uso del software Image-pro plus aplicando las técnicas colorimétricas en el conteo de los 

infiltrados linfocitarios, hipertrofia ventricular y los cardiomiocitos viables.  
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MATERIAL Y MÉTODO 

 

1. Capítulo uno: 

1.1. Declaración ética 

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo bajo las especificaciones técnicas 

para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio de las normas oficiales 

mexicanas (NOM-62-ZOO-1999) (Ochoa 1999). El Comité de Cuidado Animal de 

Laboratorio de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma 

del estado de México (UAEM, Toluca, México) aprobó todos los protocolos. 

 

1.2. Ratones y parásitos  

Los ratones hembra de BALB/c (6 a 8 semanas de edad, n=48) fueron comprados a 

CINVESTAV, IPN, México y se mantuvieron el bioterio del CIESA de la FMVZ de la 

UAEM. Los parásitos (T. cruzi trypomastigotes de cepa Sylvio 10X/4) se cultivaron en 

monocapa continua de la línea celular Vero propagadas en medio esencial mínimo de 

Dulbecco (DMEM) complementado con un 2% de suero bovino fetal (FBS), un 1% de 

penicilina-estreptomicina, y cultivados en condiciones controladas (37º C, 5% de CO2 y 

humedad saturada) (Manning-Cela et al. 2001). Todos los componentes de medios fueron 

comprados a Gibco Laboratories, EE. UU. 

 

1.3. Vacuna TcVac1 

La codificación cDNAs para TcG2 y TcG4 (aislado Sylvio X10/4, GenBank: AY727915 y 

AY727917, respectivamente) clonados en plásmidos de expresión eucariota 

(pcDNA3.1.TcG2 y pCDNA3.1.TcG4) y los plásmidos que codifican para IL-12 

(pcDNA3.1-msp35 y pcDNA3.1-msp40), y GM-CSF (pcMVI.GM-CSF) han sido descritos 

previamente (Bhatia et al. 2004; Garg and Bhatia 2005). Todos los plásmidos fueron 
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transformados en células competentes de E. coli DH5-α, cultivadas en caldo LB que 

contienen 100 mg/ml de ampicilina, y purificados utilizando el kit de Maxiprep para 

Plásmidos GeneJET (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham , Massachusetts, EE.UU.) de 

acuerdo con las especificaciones del fabricante. La vacuna se constituyó de 25 µg de cada 

plásmido y se entregó en un volumen final total de 50 µl por ratón. 

 

1.4. Inmunización y desafío a la infección 

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente a los grupos de tratamiento (n=12 por grupo) de 

la siguiente manera: grupo I, Sólo plásmido, pcDNA3.1 vacío (25 µg/ratón) a través de 

electroporación intradérmica (IDE)-desafío infección; grupo II, vacuna TcVac1 ADN (25 µg 

cada uno de los 5 plásmidos de ADN que componen la vacuna) a través de IDE - desafío 

infección; grupo III, Sólo pcDNA3.1 vacío plásmido (25 µg/ratón) a través de la infección 

intramuscular (IM) – desafío infección; y la vacuna de ADN TcVac1 del grupo IV (25 µg 

cada una de los 4 plásmidos de ADN que componen la vacuna/ratón) a través de desafío 

infección. Seis animales de cada grupo fueron sacrificados para evaluar la vacuna antes de la 

infección y los seis animales restantes de cada grupo fueron infectados y luego evaluados 

durante la fase aguda de la enfermedad 

A los animales se les administró la vacuna de ADN (TcVac1) o placebo (pcDNA3) por 

inyección intramuscular (IM) en el músculo del cuádriceps o por electroporación 

intradérmica (IDE). La vacuna, o placebo, se entregó cuatro veces, a intervalos de 3 semanas. 

Para IDE, los ratones se sedaron (mezcla de ketamina/xilazina, contiene: 87,5 mg/kg de 

ketamina y 12,5 mg/kg de xilazina, 0,1 ml/20g de peso de ratón. inyección IP) y afeitados en 

la zona dorsal inferior, justo por encima de la base de la cola, y la vacuna TcVac1 de ADN 

se entregó mediante inyección intradérmica. Inmediatamente después, la electroporación se 

realizó en el lugar de la inyección con 5 pulsos a 450 voltios/cm2, intervalo de pulso de 0,050 

ms y ancho de banda de 0,125 ms utilizando un sistema de electroporación Cyto Pulse 

Sciences TM PA-4000 PulseAgile®. Este dispositivo consta de una matriz de electrodos de 

4 x 4 con un espaciado de 1,5 mm para proporcionar una cobertura óptima en el lugar de 

inyección de ADN (Lin et al. 2012b). 
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Dos semanas después de la última inmunización, los ratones fueron utilizados para evaluar 

las respuestas inmunitarias inducidas por la vacuna o desafiados con la cepa Sylvio 10X/4 de 

T. cruzi (10.000 trypomastigotes/ratón, intraperitonealmente). Sesenta días después, al final 

de la fase aguda de la infección, se sacrificaron ratones y se obtuvo sangre para la evaluación 

serológica, se recogió bazo para ensayos de activación de linfocitos, y el corazón y secciones 

de músculo esquelético fueron y preparados para análisis histológicos. 

 

1.5. Muestras de sangre 

La sangre de ratones se obtuvo directamente del corazón en el momento del sacrificio 

(Parasuraman et al. 2010). Se permitió que las muestras de sangre coagularan a 4°C y se 

separó suero y se almacenó a -20°C. 

 

1.6. Proliferación de linfocitos 

Los bazos se diseccionaron en condiciones estériles, se lavaron en PBS frio (4º C) y se 

pasaron a través de un colador de células de nylon de 40 mm (Corning, EE. UU.). Las células 

fueron lavadas y suspendidas en 1,5 ml de PBS, colocadas suavemente sobre Histopaque 

filtrado estéril®-1077 (1,5 ml, densidad: 1.077 g/mL, Sigma-Aldrich, EE.UU.), y 

centrifugadas a 2300 rpm durante 30 min a temperatura ambiente. Los esplenocitos fueron 

cuidadosamente recogidos, lavados dos veces con PBS, y resuspendidos en medio RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich) complementados con 10% FBS (Sigma-Aldrich). Se añadieron 

esplenocitos (2 x 105 células por pozo) a las placas de cultivo de tejido de 96 pozos Nunc 

Maxisorp e incubaron durante 48 h en presencia o ausencia de lisados de trypomastigotes de 

T. cruzi (TcTL) (Gupta and Garg 2010) o antígenos TcG2 o TcG4 recombinantes (10 mg/ml). 

Los esplenocitos incubados con fitohemagglutinina (PHA, Thermo Scientific) se utilizaron 

como control positivo. El Ensayo de Proliferación celular de una solución (Promega) de 

CellTiter 96® se utilizó para medir el número de células viables. En resumen, las células 

fueron incubadas con sal de tetrazolium MTS (10 l MTS/100 l), y su reducción al producto 

de formazán de color se registró a 490 nm mediante el uso de un espectrofotómetro de 
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microplaca EPOCH (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). El índice de estimulación 

(StI) se definió como la relación de la señal de absorbancia observada en el control negativo 

(C) y en las células estimuladas (S) y se calculó de la siguiente manera:  

StI(S – C)/C 

Donde S y C representan los valores de absorbancia (OD) para células de control estimuladas 

(TcG2, TcG4, TcTL y PHA) y negativas (pozos que contienen sólo esplenocitos y medio 

RPMI-1640), respectivamente.  

Se utilizó un grupo de ratones (n-6), tratado con solución salina, para calcular el valor límite 

y se representó de la siguiente manera: media de StI de todos los grupos de control negativos 

(solución salina, pcDNA3.1-IDE y pcDNA3.1-IM) - SD antes y después de la infección por 

desafío.  

 

1.7. Serología  

Las muestras de suero se obtuvieron dos semanas después de la última inmunización y 60 

días después de la infección por desafío, según trabajos anteriores (Bhatia and Garg 2008) 

Brevemente: placas Nunc Maxisorp de Fondo plano, de 96 pozos, fueron recubiertas con 

lisado de T. cruzi o proteínas recombinantes TcG2 o TcG4 (500 ng/poso/100 l) diluidas en 

tampón 0,05 M NaCO3/NaHCO3, pH 9,6. La concentración de proteínas se estandarizó en 

un ensayo independiente para elegir la concentración óptima para el experimento a partir de 

1, 2,5 y 5 ng/pozo/100 µl. Las placas se lavaron dos veces con PBS-0.05% Tween 20 (PBST), 

y se bloquearon con (5% de leche seca sin grasa -PBST). Las placas se lavaron de nuevo, y 

se incubaron a 37°C durante 2 h cada una con muestras de sueros (1:50 dilución, 200 µl/pozo) 

y con anticuerpos de cabra anti-ratón IgG, IgG1, IgG2a, o anticuerpos IgG2b (1:5000 

dilución en PBST-3% leche seca no grasa (NFDM) marcados con peroxidasa. Todos los 

pasos de lavado se llevaron a cabo mediante el uso de equipo de lavado ELx50Tm (BioTech), 

y todos los anticuerpos fueron comprados a Bethyl Laboratories, Inc. El color fue 

desarrollado por incubación con sustrato Sure Blue TMB de 100-µl/pozo (Kirkegaard & 

Perry Labs) a temperatura ambiente durante 15 minutos, la reacción se detuvo con ácido 
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sulfúrico 2N y el cambio de color fue monitoreado a 450 nm usando un lector de microplacas 

Epoch. En el ensayo de ELISA para controles positivos y negativos, respectivamente, se 

utilizó suero de ratones positivos conocidos (n=6) y negativos conocidos (n=6). El valor de 

corte se estableció en el valor medio ± 2 SD de los controles negativos. Los controles 

positivos siempre estaban por encima de ese valor. 

 

1.8. Parasitemia y mortalidad 

Se recogieron muestras de sangre a partir de los 7 días posteriores a la infección (pi), en días 

alternos, hasta 50 días pi. Los frotis de sangre fresca se analizaron mediante microscopía 

ligera a un aumento final de 400 veces, y los parásitos se contaron en todos los campos 

microscópicos por diapositiva (BRENER 1962). La mortalidad se registró diariamente y se 

realizó un análisis de la tasa de supervivencia, los resultados fueron analizados 

estadísticamente por la prueba Mantel-Cox. 

 

1.9. Histología 

Seis ratones por grupo fueron sacrificados humanamente bajo anestesia el día 15 después de 

la última inmunización y los seis ratones restantes fueron sacrificados a los 60 días 

posteriores a la infección por desafío. Las muestras del músculo esquelético y el corazón se 

fijaron en 10% de formaldehido e incrustaron en parafina. Se prepararon secciones en serie 

de 5 µm de espesor a partir de áreas no consecutivas, teñidas con hematoxilina y eosina 

(H&E), y se examinaron al menos cinco secciones por tejido para cada ratón para detectar la 

presencia de inflamación aguda y nidos de parásitos (magnificación: 400X y 100X). 

1.10. Puntuación de parasitismo e inflamación de los tejidos 

El parasitismo tisular se evaluó contando los nidos de amastigotes presentes en 100 campos 

microscópicos en cada uno de los órganos analizados. Del mismo modo, el infiltrado 

inflamatorio se visualizó en >200 campos microscópicos de las secciones de tejido del 
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corazón y el músculo esquelético, utilizando el siguiente sistema de puntuación (método 

ordinal): 

Clave del sistema de puntuación histopatológica 

 

Parámetro/Puntuación 0 1 2 3 4 

Linfoplasmocitosis Focal 
Ninguna 

(0%) 

Rara (1-

10%) 

Leve (11-

25%) 

Moderada 

(26-50%) 

Severa 

(≥51%) 

Linfoplasmocitosis difusa 
Ninguna 

(0%) 

Leve (1-

10%) 

Moderada 

(11-40%) 

Unidos 

(41-80%) 

Difusa 

(≥80%) 

Infiltración 

Polimorfonuclear/Leucocitos/linfocitos 

Ninguna 

(0%) 

Rara (1-

10%) 

Ligera (11-

20%) 

Moderada 

(21-30%) 

Severa 

(≥31%) 

Necrosis 
Ninguna 

(0%) 

Rara (1-

5%) 

Ligera (6-

10%) 

Moderada 

(11-30%) 

Severa 

(≥31-70%) 

Nidos de amastigotes 
Ninguna 

(0%) 

Pocos  

(1-2) 

Ligera  

(3-5) 

Moderada 

(6-10) 

Severa 

(≥11) 

 

Los criterios de puntuación se basaron en estudios anteriores (Bhatia et al. 2011; Gibson-

Corley et al. 2013). Tres patólogos analizaron ciegamente las muestras, y se registraron los 

resultados finales del consenso. 

 

1.11. Análisis estadístico  

Los ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas de edad se distribuyeron aleatoriamente y se 

dividieron en seis grupos (n=12) para la homogeneidad de las varianzas entre sí (Steel et al. 

1997). Los tratamientos se asignaron aleatoriamente a las unidades experimentales con seis 

animales por tratamiento antes del desafío y seis después de la infección por desafío.  

Se utilizó un análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de 

comparación múltiple de Tukey para evaluar las diferencias entre los grupos animales en los 

datos cuantitativos; mientras tanto, la prueba exacta de Fisher se utilizó para datos 

cualitativos y semicuantitativos. Todo el análisis estadístico se procesó utilizando SAS® 

University Edition Software y el software GraphPad Prism 6. 
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2. Capítulo dos: 

 

2.1. Declaración ética 

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo bajo las especificaciones técnicas 

para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio de las normas oficiales 

mexicanas (NOM-62-ZOO-1999) (Ochoa 1999). Todos los protocolos fueron aprobados por 

el Comité de Cuidado Animal de Laboratorio (CICUAL-DISP) de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma del Estado de México (UAEM, Toluca, 

México). 

 

2.2. Ratones y parásitos  

Los ratones hembra CD1 (6 a 8 semanas de edad, n=42) fueron comprados a CINVESTAV, 

IPN, México y mantenidos en las instalaciones de "Centro de investigación y estudios 

avanzados en salud animal" (CIESA-FMVZ-UAEM, Toluca, México). Los animales tenían 

una dieta equilibrada y acceso ad-libitum al agua y se observaban diariamente durante todo 

el período experimental en busca de anomalías clínicas. Los trypomastigotes de T. cruzi (cepa 

MHOM/MX/1994/Ninoa) se propagaron en cultivo monocapa de células Vero, mantenidas 

en medio DMEM complementado con suero bovino fetal (FBS) al 2%, complementados con 

1% de penicilina-estreptomicina y cultivados en condiciones controladas (37°C, 5% CO2, 

con humedad saturada) (Manning-Cela et al. 2001). Todos los componentes de medios fueron 

comprados a Gibco Laboratories, EE. UU. 

 

2.3. Vacuna TcVac1 modificada 

La codificación cDNAs para TcG2 y TcG4 (aislado de Sylvio X10/4, GenBank: AY727915 

y AY727917, respectivamente) se han descrito previamente (Bhatia et al. 2004; Garg y 

Bhatia 2005). Todos los plásmidos fueron transformados en células competentes de E. coli 

DH5-α , cultivados en caldo LB que contiene 100 mg/ml de ampicilina, y purificados 
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utilizando el kit de Maxiprep de Plásmido GeneJET (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Massachusetts, EE. UU.) según especificaciones del fabricante. Cada ratón recibió una dosis 

única de vacuna de una de las cuatro dosis diferentes (1, 5, 10 o 20 µg de cada plásmido) en 

una sola aplicación sin adyuvantes (IL-12 o GMCSF), en 50 µl de volumen final por ratón, 

a través de la entrega por electroporación intradérmica. 

 

2.4. Inmunización y desafío a la infección 

Los ratones (N=60) se distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos de tratamiento (n-12 por 

grupo) de la siguiente manera: I, PCDNA3.1 vacío (control); II, 1 µg*; III, 5 µg* IV, 10 µg*; 

y V, 20 µg* (* vacuna TcVac1 modificada y desafío con T. cruzi). Todos los animales fueron 

vacunados por electroporación intradérmica (IE) como se describió anteriormente (Hegazy-

Hassan et al. 2019), brevemente: los ratones fueron sedados (ketamina/xilacina, 0,1 ml/20 g 

de ratón wt. inyectado por IP), el pelo de la región dorsal inferior rasurado, justo por encima 

de la base de la cola, y se inyectó el ratón de 0,1 ml/20 g con vacuna M-TcVac1 administrada 

por inyección intradérmica. Inmediatamente después, la electroporación se llevó a cabo en el 

lugar de la inyección de la vacuna con cinco pulsos a 450V/cm2, intervalo de pulso de 0.050 

msec y ancho de banda de 0.125 msec utilizando un Cyto Pulse Sciencestm™ (PA-4000 

PulseAgile® sistema de electroporación), equipado con 4 x 4 matriz de electrodos con 1,5 

mm de separación entre ellos.  

Los ratones fueron utilizados para evaluar las respuestas inmunitarias inducidas por la vacuna 

(15 y 30 días después de la vacunación) (n=6/grupo), o se les desafió con la cepa 

MHOM/MX/1994/Ninoa de T. cruzi (500 trypomastigotes/ratón, intraperitonealmente) 

(n=6/grupo). Treinta días después, cuando se produce el pico de la fase aguda de la infección, 

los ratones fueron sacrificados, y se recogió sangre para la evaluación serológica, el corazón 

y el músculo esquelético fueron diseccionados y preparados para análisis histológicos. 

 

2.5. Recogida de muestras de sangre 
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La sangre de ratones se obtuvo mediante la técnica de sangrado retro-orbital durante el 

experimento o directamente del corazón en el momento del sacrificio (Van Herck et al. 2001). 

Se permitió que las muestras de sangre coagularan a 4°C, se separó el suero y todas las 

muestras de suero se almacenaron a -20°C. 

 

2.6. Parasitemia 

La parasitemia se evaluó para cada ratón a través de un frotis de sangre fresco los días 5, 10, 

15, 20 y 30 después de la infección. La evaluación se realizó de acuerdo con Brener (1962), 

brevemente: se recogió sangre (5 µl), se colocó en un portaobjetos de vidrio, se cubrió con 

un cubreobjetos (18 x 18 mm) y se observó bajo microscopía ligera en aumento 400X. Se 

contaron parásitos en 100 campos, y se estimó el número de parásitos/µl con protocolos 

estándar (Kuhn et al. 1975; Rowland and Sibley-Phillips 1984). 

 

2.7. Tasa de supervivencia 

Los animales fueron monitoreados diariamente durante el período experimental posterior a 

la infección (30 días) y los signos clínicos y las muertes registradas para cada grupo. 

 

2.8. Serología  

Las muestras de suero se obtuvieron dos y cuatro semanas después de la inmunización y 30 

días después de la infección por desafío. Placas Nunc Maxisorp de fondo plano de 96 pozos, 

fueron recubiertas con lisado de T. cruzi (equivalente a 5 x 105 parásito / pozo) o proteínas 

TcG2 o TcG4 recombinantes (500 ng/pozo/100 µl) diluidas en tampón 0.05 M 

NaCO3/NaHCO3, pH 9.6. Las placas se lavaron dos veces con PBS-Tween 20 (0.05%) 

(PBST), y se bloquearon con PBST con leche en polvo descremada al 5%. Las placas se 

lavaron de nuevo, y se incubaron a 37°C durante 2 h, con muestras de sueros (1:100 dilución, 

200 µl/pozo) y el anticuerpo IgG anti-ratón de cabra conjugado con peroxidasa de rábano, 

dilución 1:5000 en PBST-3% leche polvo descremada (NFDM). Todos los pasos de lavado 
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se llevaron a cabo mediante el uso del equipo ELx50Tm (BioTech), y todos los anticuerpos 

fueron comprados a Bethyl Laboratories, Inc. El color fue desarrollado por incubación con 

sustrato Sure Blue TMB, 100-µl/pozo (Kirkegaard & Perry Labs) a temperatura ambiente 

durante 15 minutos. La reacción se detuvo con ácido sulfúrico 2N (100-µl/pozo), y el cambio 

de color fue monitoreado a 450 nm usando un lector de microplacas Epoch.  

 

2.9. Histología 

Seis ratones por grupo fueron sacrificados humanamente bajo anestesia el día 30 después de 

la infección. Las muestras del músculo esquelético y el corazón se fijaron en un 10% de 

formaldehido e incluyeron en parafina (Barbabosa-Pliego et al. 2009). Se prepararon 

secciones en serie de espesores de 3 µm a partir de áreas no consecutivas, teñidas con 

hematoxilina y eosina (H&E), y se examinaron al menos cinco secciones por tejido de cada 

ratón para detectar la presencia de inflamación aguda y nidos de parásitos (magnificación: 

400X y 100X). 

 

2.10. Puntuación de parasitismo e inflamación de los tejidos 

El parasitismo tisular se evaluó contando los nidos de amastigotes presentes en 100 campos 

microscópicos en cada uno de los órganos analizados. Del mismo modo, el infiltrado 

inflamatorio se visualizó en >200 campos microscópicos de las secciones de tejido del 

corazón y el músculo esquelético, y se calificó utilizando el sistema de puntuación (método 

ordinal) mencionada en el capítulo anterior  

Los criterios de puntuación se basaron en estudios anteriores (Hegazy-Hassan et al. 2019). 

Tres patólogos analizaron ciegamente las muestras, y se registraron los resultados finales del 

consenso. 

 

2.11. Análisis estadístico  
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Los ratones CD1 hembra de 6-8 semanas de edad fueron alojados en las instalaciones 

animales de CIESA-FMVZ-UAEM y fueron distribuidos aleatoriamente y divididos en seis 

grupos para la homogeneidad de las varianzas entre sí (Steel et al. 1997). Los tratamientos se 

asignaron aleatoriamente a las unidades experimentales con seis repeticiones por tratamiento. 

Los resultados se analizaron en busca de diferencias significativas utilizando el análisis 

unidireccional de la varianza (ANOVA) y las pruebas de comparación múltiple de Tukey 

(SAS® University Edition Software) y se consideraron significativas en p<0.05. 

 

3. Capítulo tres:  

3.1. Declaración ética 

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo bajo las especificaciones técnicas 

para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio de las normas oficiales 

mexicanas (NOM-62-ZOO-1999) (Ochoa 1999). El Comité de Cuidado Animal de 

Laboratorio de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma 

del estado de México (UAEM, Toluca, México) aprobó todos los protocolos. 

 

3.2. Ratones y parásitos  

Los ratones hembra de BALB/c (6 a 8 semanas de edad, n=48) fueron comprados a 

CINVESTAV, IPN, México. T. cruzi trypomastigotes (cepa Sylvio 10X/4) se cultivaron en 

monocapa continua de la línea celular Vero. Las células Vero se propagaron en el medio 

esencial mínimo de Dulbecco (DMEM) complementado con un 2% de suero bovino fetal 

(FBS) y un 1% de penicilina-estreptomicina, y cultivados en condiciones controladas (37oC, 

5% de CO2 y humedad saturada) (Manning-Cela et al. 2001). Todos los componentes de 

medios fueron comprados a Gibco Laboratories, EE. UU. 

 

3.3. Vacuna TcVac1 
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La codificación cDNAs para TcG2 y TcG4 (aislado Sylvio X10/4, GenBank: AY727915 y 

AY727917, respectivamente) clonados en plásmidos de expresión eucariota 

(pcDNA3.1.TcG2 y pCDNA3.1.TcG4). Todos los plásmidos fueron transformados en 

células competentes de E. coli DH5-α, cultivadas en caldo LB que contienen 100 mg/ml de 

ampicilina, y purificados utilizando el kit de Maxiprep de Plásmido GeneJET (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham , Massachusetts, EE.UU.) de acuerdo con las especificaciones del 

fabricante. La vacuna se constituyó de 25 µg de cada plásmido y se entregó en un volumen 

final de 50 µl por ratón. 

 

3.4. Inmunización y desafío a la infección 

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente a los grupos de tratamiento (n=12 por grupo) de 

la siguiente manera: grupo I, solo plásmido vacío pcDNA3.1 (25 µg/ratón) a través de 

electroporación intradérmica (IDE)- infección de desafío; grupo II, vacuna TcVac1 (25 µg 

cada uno de los 5 plásmidos de ADN que componen la vacuna) a través de IDE – infección 

de desafío; grupo III, solo plásmido vacío pcDNA3.1 (25 µg/ratón) a través de la inyección 

intramuscular (IM) – infección de desafío; y la vacuna de ADN TcVac1 del grupo IV (25 µg 

cada una de los 4 plásmidos de ADN que componen la vacuna/ratón) e infección de desafío. 

Seis animales de cada grupo fueron sacrificados para evaluar la vacuna antes de la infección 

y los seis animales restantes de cada grupo fueron infectados y luego evaluados durante la 

fase aguda de la enfermedad 

A los animales se les administró la vacuna de ADN (TcVac1) o placebo (pcDNA3) por 

inyección intramuscular (IM) en el músculo del cuádriceps o por electroporación 

intradérmica (IDE). La vacuna, o placebo, se entregó cuatro veces, a intervalos de 3 semanas. 

Para IDE, los ratones se sedaron con una mezcla de ketamina/xilazina (87,5 mg/kg de 

ketamina y 12,5 mg/kg de xilazina, 0,1 ml/20g de peso de ratón) por inyección IP y afeitados 

en la zona dorsal inferior, justo por encima de la base de la cola, y la vacuna TcVac1 de ADN 

se entregó mediante inyección intradérmica. Inmediatamente después, la electroporación se 

realizó en el lugar de la inyección con 5 pulsos a 450 voltios/cm2, con un intervalo entre 

pulsos de 0,050 ms y con ancho de banda de 0,125 ms utilizando un sistema de 
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electroporación Cyto Pulse Sciences TM PA-4000 PulseAgile®. Este dispositivo consta de 

una matriz de electrodos de 4 x 4 con un espaciado de 1,5 mm para proporcionar una 

cobertura óptima en el lugar de inyección de ADN (Lin et al. 2012b). 

Dos semanas después de la última inmunización, los ratones fueron utilizados para evaluar 

las respuestas inmunitarias inducidas por la vacuna y/o desafiados con la cepa Sylvio 10X/4 

de T. cruzi (10.000 trypomastigotes/ratón, intraperitonealmente). Sesenta días después, al 

final de la fase aguda de la infección, se sacrificaron los ratones y se recogió sangre para la 

evaluación serológica, se recogió bazo para ensayos de activación de linfocitos, y el corazón 

y el músculo esquelético fueron diseccionados y preparados para análisis histológicos. 

 

3.5. Histología  

En animales eutanasiados por cámara de CO2; se realizó disección de corazón, se fijaron en 

10% de formaldehído amortiguado e incrustados en parafina. Se obtuvieron 3 secciones y se 

realizó un tención con hematoxilina e eosina, en breve: Las muestras se han cortado en 

secciones de unas 3 µm de grosor y adheridas a portaobjetos recubiertos con gelatina-

alumbre, después se utilizó el siguiente protocolo; 1) 2x10 min en xileno para desparafinar; 

2) 2x10 min en etanol 100%; 3) 10 min en etanol 96%; 4) 10 min en etanol 80%; 5) 10 min 

en etanol 50%; 6) 5 min en H2O destilada; 7) 5-10 min en Hematoxilina de Mayer (Mayer’s 

Hematoxylin Solution, Wako, # 131-09665); 8) 15 min en agua corriente. Diferenciación; 9) 

2x1 min en H2O destilada; 10) 0.5 a 2 min en Eosina  amarillenta (CI 45380) al 0.2 % en 

H2O; y finalmente, 11) se incubó unos segundos a 70ºC para diferenciación; 12) 20s en etanol 

96%; 13) 2×3min n etanol 100%; 14) 2×10 min en xileno; y montar con medio de montaje 

(Eduardo Montalvo 2010). 

Los cortes se evaluaron en el microscopio Axiostar Carl-Zeiss, con fuente halógena de 50W. 

Las fotos digitales (Tiff) fueron tomadas con el mismo balance de blancos por el software 

IScapture®; las imágenes fueron capturadas con aumento 400X con la cámara Cooled-CCD 

Tucsen (5MP). En un área o región de interés predefinida (ROI 25x104 µm2), las reacciones 

colorimétricas se seleccionaron manualmente, utilizando Software Image-Pro Plus 5.1. 
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Posteriormente delimitamos un rango de luminancia (85-255 unidades) en el histograma rojo 

(formato RGB), se grabó como plantilla y se aplicó en imágenes posteriores.  

 

3.6. Análisis estadístico 

El infiltrado linfocitario se analizó en un área predefinida de 250x103 µm2 en 3 regiones 

aleatorias del corazón (superior, intermedia e inferior). Para la cuantificación linfocitaria y 

núcleos de cardiomiocitos se empleó la herramienta (Select Measurments/Area) asignando 

un rango de 20-12000 µm2. La separación de las dos variables se realizó mediante una 

variable de clasificación simple (asignando dos rangos de área específicas para cada 

componente). 

Las reacciones colorimétricas se compararon con la prueba. Se utilizó un análisis 

unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de comparación múltiple de 

Tukey para evaluar las diferencias entre los grupos animales en los datos cuantitativos. Todo 

el análisis estadístico se procesó utilizando SAS® (University Edition Software) y el 

software GraphPad Prism 6. 
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RESULTADOS 

Capítulo uno:  
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Capítulo dos:  
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Capítulo tres: 

 

1. Conteo de infiltrado linfocitario en ventrículo derecho e izquierdo y septum del 

corazón de los ratones infectadas con T. cruzi, vacunado con TcVac1. 

Los resultados mostraron conteo de infiltrado linfocitario para los ratones vacunados vía 

intramuscular y/o con inyección intradérmica con electroporación, los infiltrados 

linfocitarios fueron con más prevalencia en los ventrículos de los corazones estudiados con 

cifras que excedieron los 200 linfocitos (número promedio) en un área determinada de 250 

mil µm2 (Figura 1, A y B). En la fase aguda de la enfermedad los resultados mostraron una 

elevación considerable en el número de infiltrado especialmente en los grupos electroporados 

(D, 664±59.4, P<0.05) cuando se compara con los ratones vacunados intramuscularmente 

(C, 496±102.3), lo cual no mostro ninguna diferencia significativa contra el grupo control.   

 

Figura 10. Conteo histopatológico colorimétrico de linfocitos de ratones vacunados con 

TcVac1 y desafiados con T. cruzi. Se utilizaron 4 grupos de ratones: A, vacunación 

intramuscular; B, vacunación por electroporación intradérmica; C, vacunación intramuscular 

y desafiados y D, vacunación por electroporación intradérmica y desafiados. Los animales 

fueron sacrificados 15 días después del último refuerzo vacunal o 60 días después de la 

infección de desafío, respectivamente. Los infiltrados linfocitarios fueron contados como se 

describe en la sección de material y métodos. *, muestra diferencia significativa entre grupos 
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vacunales (TcVac1) y el grupo control (Vacunados con pcDNA3 vacío). Los resultados de 

los grupos vacunados con TcVac1 y los grupos control (pcDNA3) fueron comparados por 

análisis de varianza de una sola variable y las diferencias entre grupos por la prueba de 

comparación múltiple de Tukey. Se consideró que existía diferencia significativa a un valor 

de P<0.05. Se prepararon secciones seriales de 5 micras de espesor de las áreas: VI, 

ventrículo izquierdo; VR, ventrículo derecho; SP, septo; teñidas con hematoxilina eosina. Se 

buscó infiltración linfocitaria en por lo menos 9 secciones de cada área de corazón por animal 

con un microscopio Axiostar Carl-Zeiss, con fuente halógena de 50W. Las fotos digitales 

(Tiff) fueron tomadas con el mismo balance de blancos por el software IScapture®; las 

imágenes fueron capturadas con aumento 400X con la cámara Cooled-CCD Tucsen (5MP) 

y los linfocitos localizados contados con el programa Image-pro plus.  

 

2. Hipertrofia del tejido cardiaco después de la vacunación e infección con cepa sylvio 

de T. Cruzi.  

Los datos cuantitativos de la hipertrofia del tejido cardiaco de los ratones vacunados 

infectados mostraron la alta especificidad con la técnica usada a través del software Image-

pro plus, lo cual arrojo datos que explican la patología ocurrida durante la infección. La 

administración de la vacuna vía intramuscular tuvo un efecto inferior en el control de la 

infección en comparación con los animales vacunados por electroporación intradérmica.  Los 

animales del grupo de inyección intramuscular mostraron un ligero aumento en el tono 

muscular especialmente en el septum (Figura 2-A, P<0.05), con relación a los ratones 

vacunados vía electroporación intradérmica mostraron nivel más bajo que los ratones control 

lo que indica que las células del sistema inmune fueron capaces a controlar la propagación 

del parasito en los cardiomiocitos.  
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Figura 11. Hipertrofia de cardiomiocitos medida a través de software colorimétrico de 

cortes histopatológicos de ratones BALB/c vacunados con TcVac1 y desafiados con T. 

cruzi. Los ratones fueron vacunados y desafiados según lo descrito en la sección de material 

y métodos. Se prepararon secciones seriales de 5 micras de espesor de las áreas: VI, 

ventrículo izquierdo; VR, ventrículo derecho; SP, septo; teñidas con hematoxilina eosina. Se 

buscó hipertrofia en por lo menos 9 secciones de cada área de corazón por animal (en un área 

definida de 250×103 µm2) con un microscopio Axiostar Carl-Zeiss, con fuente halógena de 

50W. Las fotos digitales (Tiff) fueron tomadas con el mismo balance de blancos por el 

software IScapture®; las imágenes fueron capturadas con aumento 400X con la cámara 

Cooled-CCD Tucsen (5MP), los cardiomiocitos fueron medidos en busca de hipertrofia con 

el programa Image-pro plus. Los resultados de los grupos vacunados con TcVac1 y los 

grupos control (pcDNA3)  fueron comparados por análisis de varianza de una sola variable 

y las diferencias entre grupos por la prueba de comparación multiple de Tukey. Se consideró 

que existía diferencia significativa a un valor de P<0.05. 

 

3. Conteo de cardiomiocitos sanos en ratones vacunados e infectados por T. Cruzi 

usando la técnica de histología computarizada por análisis colorimétrico. 

El aumento del número de cardiomiocitos fue normal para ratones vacunados vía 

intramuscular (Figura 3A) o vía electroporación intradérmica (Figura 3C), indicando que la 

vacuna no tiene efecto en alterar la proliferación celular, mientras fue relativamente alto en 

grupos de ratones vacunados e infectados vía intramuscular (Figura 3B). Al contrario, los 

ratones que recibieron la vacuna vía electroporación intradérmica mostraron cifras más bajas 

al compararse con ratones de control.  
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Figura 12. Conteo histopatológico de cardiomiocitos de ratones vacunados por vía 

intramuscular o por electroporación intradérmica y desafiados con T. cruzi, a través de 

software colorimétrico. Los ratones fueron vacunados y desafiados según lo descrito en la 

sección de material y métodos, se estableció el recuento mediante la determinación del 

número de cardiomiocitos sanos para grupos de ratones vacunados a vía intramuscular antes 

y después del desafío (A y B), así como, a través de la electroporación intradérmica (C y D, 

respectivamente). Se examinaron nueve secciones para cada área específica (LV: ventrículo 

izquierdo, RV: ventrículo derecho, SP: tabique, 250×103 m2) y se compararon los resultados 

entre los grupos de ratones vacunados (TcVac1) y los grupos de ratones de control 

(PcDNA3.1) para ambas técnicas de administración. Los resultados se analizaron en busca 

de diferencias significativas mediante el análisis unidireccional de la varianza ANOVA y la 

prueba de comparación múltiple de Tukey (p<0.05). *: mostrar diferencias estadísticas entre 

los grupos de control (PcDNA3.1, solo vector) y los grupos vacunados (TcVac1). 
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DISCUSIÓN GENERAL 

 

En este estudio, comparamos el enfoque de electroporación intradérmica y la técnica de 

administración intramuscular convencional para determinar la eficiencia diferencial de estos 

dos protocolos para la administración de la vacuna TcVac1 en un modelo murino. Las 

vacunas candidatas contra la enfermedad de Chagas se han probado principalmente por vía 

de inmunización intramuscular. La inyección intradérmica o intramuscular de vacunas de 

ADN proporcionan un sistema eficiente para activar las células presentadores de antígenos 

(CPA), principalmente debido a la presencia de células dendríticas en el sitio de 

administración del ADN y a que el antígeno expresado se presenta en asociación con las 

principales moléculas de clase 1 del complejo de histocompatibilidad (MHC) (Lin et al. 

2012a). Esto puede estimular posteriormente la proliferación de linfocitos T citotóxicos 

específicos del antígeno en combinación con células T-helper. Los tejidos cutáneos, 

especialmente la epidermis y la dermis, están llenos de varios tipos de CPA, incluidas las 

células dendríticas, en contraste con el tejido muscular por lo que la vía de vacunación 

intradérmica puede ser más eficiente que la vía intramuscular en la estimulación del sistema 

inmune (Bråve et al. 2011; Lin et al. 2012b; Hegazy-Hassan et al. 2019) Varios 

investigadores han informado que la permeabilización de las células diana a través de la 

electroporación (EP) conduce a una mayor aceptación del plásmido recombinante desnudo y 

una expresión superior del gen de interés por las células presentadoras de antígeno, y por lo 

tanto una mejor eficacia de inmunización en comparación con la simple vacunación 

intramuscular (Widera et al. 2000; Faurie et al. 2005; Zhou et al. 2008; Monie et al. 2009; 

Bråve et al. 2011; Best et al. 2009; Lin et al. 2012a; Daemi et al. 2012; Bolhassani et al. 

2014). Además, la ruta de la vacunación intradérmica se dirige específicamente a los 

dérmicos y a los macrófagos que, cuando se activan, transportarán los componentes de la 

vacuna al drenaje linfático mediante difusión pasiva o transporte celular de antígenos. 

Después, la presentación de los antígenos a las células T CD4+ y CD8+ inmaduras, conduce 

a su activación, así como, la activación de células B específicas dentro del centro 

germinativo. Por último, la generación de un grupo de células T y B de memoria específica 

en los órganos linfoides secundarios (ganglios linfáticos y médula ósea) y en la periferia (piel 
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y mucosa) también se observa por la entrega de IDE de antígenos candidatos (Combadiere 

and Liard 2011). Otros estudios compararon el efecto de la vacunación por plásmido a través 

de intradérmica (ID) sólo vs intradérmica seguida electroporación (EP), y observaron que 

con la EP+ID había una mayor y mejor respuesta de anticuerpos que ID solamente (Hirao et 

al. 2008). Por lo tanto, en el presente estudio se hipotetizó que la electroporación intradérmica 

mejoraría la eficacia de la vacuna basada en el ADN contra la enfermedad de Chagas.  

Es importante tener en cuenta que ambos tipos de respuestas inmunitarias, humorales y 

celulares, son necesarios para controlar la infección. Esto se evidencia en los hallazgos de 

que los ratones deficientes en la función de células CD8+T y/o B eran susceptibles a la 

infección por T. Cruzi y presentaban una alta parasitemia y mortalidad (KUMAR and 

TARLETON 1998; Sullivan et al. 2015). Por lo tanto, se considera que una vacuna candidata 

capaz de obtener respuestas de células B y T y citoquinas Th1 ofrece la mejor protección 

contra la infección por T. Cruzi. Nuestro grupo ha identificado dos candidatos a vacunas, 

llamados TcG2 y TcG4, que cuando se entregan como vacuna de ADN-prime/boost ADN 

(TcVac1), provocaron inmunidad protectora y resistencia contra la infección por T. cruzi en 

ratones y perros (Bhatia and Garg 2008; Gupta and Garg 2010; Aparicio-Burgos et al., 2011). 

A lo largo del uso de antígenos parasitarios, el uso de adyuvantes de ADN como el plásmido 

de expresión de  GM-CSF, mejora la capacidad de presentación de antígenos de las células 

dendríticas y facilita la inmunidad mediada por células B y T y el Plásmido de expresión de 

IL-12, una citoquina clave implicada en la activación y la proliferación de células T CD8+ 

como respuesta a vacunas (Garg and Tarleton 2002). Sin embargo, cuando estos plásmidos 

adyuvantes fueron probados sin antígenos específicos para prevenir la infección por T. cruzi 

en ratones, no mostraron ninguna respuesta de anticuerpos específicos (Gupta et al. 2013; 

Gupta et al. 2015). Por lo tanto, se puede suponer que la respuesta inmunitaria específica 

anti-T cruzi observada en el presente informe se basa en los antígenos parásitos TcG2 y TcG4 

utilizados en la vacuna candidata. La activación inmune proporcionada por los plásmidos 

GM-CSF e IL-12 no se analizó en el presente informe. 

Con el fin de determinar si la vacunación a través de IDE o vía IM provocó niveles similares 

(o diferentes) de respuestas inmunitarias celulares, evaluamos la reacción de proliferación de 

linfocitos después de la inmunización y desafiamos la infección. Si bien los modos IDE e IM 
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de la proliferación de linfocitos específicos de antígenos provocaron la proliferación de 

linfocitos específicos de antígenos (TcG4 > TcG2), la extensión de la proliferación de 

linfocitos específicos de antígenos fue mayor en TcVac1_IDE que en el grupo TcVac1_IM 

(p<0.0001). Es importante destacar que las células T inducidas por la vacuna mostraron una 

mejor expansión y una función efectora rápida en el control de la carga de parásitos tisulares 

en ratones inmunizados a través de la vía IDE que a través de la aplicación intramuscular 

simple. Una mejor protección contra la infección por desafío se asoció con una mayor 

frecuencia de proliferación de linfocitos específicos contra TcG2 y TcG4 en el grupo 

TcVac1_IDE frente a TcVac1_IM. Nuestros datos nos permiten suponer que la entrega IDE 

de TcVac1 mejora la generación de células T de memoria específicas de antígenos que son 

capaces de responder a la exposición a patógenos, y por lo tanto proporcionaron una mejor 

eficiencia de la vacuna. 

Nuestro hallazgo de mayores niveles de respuesta humoral después de la inmunización y la 

infección post-desafío también favoreció al IDE sobre el sistema de vacunación IM (Figura 

1, capítulo 1). Los ratones TcVac1_IDE mostraron niveles más altos de la respuesta IgG2a/b 

específica de TcG2 y TcG4 después de la vacunación, un aumento significativo de los niveles 

de IgG2a/b e IgG1 específicos contra antígenos recombinantes y lisados de parásitos después 

del desafío. Se propone que los subtipos de anticuerpos IgG1 e IgG2 participen en la 

eliminación de las formas sanguíneas de parásitos y en una reducción de la tasa de mortalidad 

animal durante la fase aguda de la infección (Brodskyn et al. 1989). El IgG2a/b generalmente 

constituye una respuesta inmune prevalente contra los antígenos carbohidratos/polisacáridos, 

y los IgG1 se consideran predominantemente para reconocer proteínas y antígenos 

polipéptidos unidos al receptor Fc de células fagocíticas y participar en activación de la 

cascada de complemento a través de la unión al complejo C1. No se sabe si los antígenos 

TcG2 y TcG4 se cuentan con modificaciones postraduccionales, o si la entrega IDE de 

TcVac1 mejora la modificación postraduccional de TcG2 y TcG4 que conduce a un aumento 

de la respuesta IgG2a/b. Sin embargo, nuestros datos sugieren que la ruta IDE de la 

administración de TcVac1 es más eficaz para obtener una respuesta predominante de IgG2a/b 

sobre IgG1 para las fases anteriores y posteriores a la infección, lo que sugiere un perfil 

inmune sesgado a una respuesta Th1en ratones experimentales.  
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Los estudios realizados en caninos, bovinos, primates y humanos indicaron que la vacunación 

IM con ADN desnudo produce un bajo nivel de expresión del antígeno recombinante, lo que 

a su vez induce una respuesta inmune subóptima. Esto se explica por el hecho de que el tejido 

muscular no es un sitio eficiente para la presentación de antígenos, debido a la falta de 

cantidades adecuadas de CDs, macrófagos y linfocitos. Por lo tanto, se requerían grandes 

cantidades de administración de dosis de vacunas de ADN por vía IM para establecer una 

fuerte respuesta inmune en especies mayores (por ejemplo, perros, cerdos, seres humanos), 

pero esto puede bien aplicar a ratones también. Comparativamente, la administración IDE de 

la vacuna de ADN requiere cantidades más pequeñas del ADN plasmídico para lograr 

respuestas inmunitarias fuertes, y por lo tanto ofrece ahorros significativos en tiempo, costo 

y esfuerzo para la producción y administración de vacunas (Raz et al. 1994; Mumper and 

Ledebur 2001; Liu and Ulmer 2005). Por lo tanto, la entrega IDE de plásmidos desnudos 

podría competir favorablemente con otros protocolos de vacunas que incluyen vectores de 

expresión de antígenos eficientes, como Adenovirus o Salmonella (Miyahira et al. 2005; 

Cazorla et al. 2008). 

La parasitemia sanguínea no se detectó durante la fase experimental aguda en ratones de 

ningún grupo, lo que indica que la cepa Sylvio X10/4 de T. Cruzi tiene un fuerte tropismo 

tisular. Este comportamiento de cepa fue reportado previamente por Marinho et al. 2004, 

quien describió la ausencia de una fase aguda, así como de parasitemia en las semanas 

siguientes a la infección, cuando se utiliza cepa Silvio X10/4 de T. Cruzi, con varias cepas 

de ratón (Marinho et al. 2004). Además, informaron de la presencia de nidos de parásitos, 

que fueron totalmente ignorados por el sistema inmunológico en ratones en tejido 

miocárdico. En el presente estudio también, observamos una infiltración leve y difusa de 

tejido de infiltrado inflamatorio que no se localizó cerca de nidos de parásitos en animales 

no vacunados/infectados. Por el contrario, el infiltrado inflamatorio tisular se asoció 

fuertemente con los nidos de parásitos, y contribuyó al control del tamaño y el número de 

nidos de parásitos tisulares en los ratones vacunados (TcVac1_IM/Tc y TcVac1_IDE/Tc). 

Por lo tanto, los ratones vacunados/desafiados mostraron una capacidad para controlar la 

destrucción de tejido mediada por parásitos que era evidente por la observación macroscópica 

y microscópica de tejido aparentemente más saludable. 
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Las principales manifestaciones patológicas para la cardiomiopatía chagasica en ratones son 

cardiomegalia con hipertrofia de tejido cardíaco, dilatación de las cavidades cardíacas y 

aneurisma principalmente en el ventrículo izquierdo, asociado con inflamación fuerte, y 

necrótica de cardiomiocitos y de cicatrización por fibrosis (Garg and Bhatia 2005). El 

protocolo de vacunación IDE alteró los desarrollos histopatológicos en el miocardio de 

ratones gravemente infectados mediante la inducción de inflamación focal específica para 

parásitos; además, los ratones vacunados produjeron más anticuerpos y mostraron una 

respuesta inmune celular más fuerte, que eran capaces de reducir el número de nidos de 

amastigotes en el tejido cardíaco de ratones (Tabla 2, capítulo 1). Sin embargo, nuestras 

observaciones de necrosis de cardiomiocitos en ratones TcVac1_IDE/Tc (Figura 3, capítulo 

1) sugieren que las respuestas inflamatorias son persistentes y también pueden ser 

perjudiciales para el huésped. Esta interpretación es consistente con estudios en ratones 

deficientes de IL-4, que fueron capaces de desarrollar una fuerte respuesta inmune de tipo 

Th1 y controlar la carga parasitaria aguda, pero también desarrollaron inflamación 

exacerbada en el tejido miocárdico (SOARES et al. 2001). Se requerirán estudios futuros 

para determinar si las respuestas inflamatorias inducidas por TcVac1_IDE desaparecen con 

el control del parásito y no constituyen un factor de riesgo para causar daño tisular constante 

y a largo plazo en el huésped. De hecho, los ratones vacunados con antígenos TcG2 y TcG4 

de ADN mostraron un predominio de una respuesta inflamatoria de tipo 1 capaz de controlar 

los parásitos circulantes y tisulares en fase aguda, y luego cambiaron a inmunomoduladores, 

respuesta de curación de tejido tipo 2 proporcionando así protección al corazón (Aparicio-

Burgos et al. 2015). Por lo tanto, creemos que IDE puede ofrecer una mayor eficacia 

protectora de TcVac1 contra la infección aguda y la enfermedad crónica de Chagas. 

 

En estudios anteriores, nuestro grupo había informado de que TcVac1 proporciona una 

resistencia parcial a la infección por T. Cruzi y a la enfermedad de Chagas en modelos de 

ratón (Bhatia y Garg 2008) y perros (Aparicio-Burgos et al. 2011). TcVac1 es una vacuna de 

ADN multicomponente anti-T. cruzi que incluye tres antígenos de membrana del parásito 

(TcG1, TcG2 y TcG4) más adyuvantes genéticos (GM-CSF e IL-12). Más tarde demostramos 

que diferentes protocolos de entrega, como vacuna inicial de ADN/refuerzos de proteína 
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recombinante (TcVac2; Gupta y Garg 2010) e inicial de DNA/con refuerzo de MVA 

(TcVac3; Gupta y Garg 2013) mejoraron la respuesta inmunitaria y la protección de los 

animales contra una infección experimental con T. Cruzi. Además, del uso del protocolo de 

vacunación DNA/refuerzo MVA aprendimos que el uso de sólo dos antígenos (TcG2/TcG4) 

sin la necesidad de adyuvantes de ADN, era suficiente para inducir una fuerte respuesta de 

protección inmune contra la infección por T. Cruzi. Sin embargo, el costo y la dificultad 

asociados a la producción de proteínas recombinantes o MVA (Modified Vaccinia Ankara) 

nos llevaron a buscar un sistema de administración simple y eficaz de la vacuna TcVac1. Por 

lo tanto, utilizamos el sistema de administración de electroporación intradérmica para la 

vacuna TcVac1 y demostró que este sistema de vacunación de TcVac1 proporciona un nivel 

adecuado de protección contra una infección experimental con T. Cruzi en ratones (Hegazy-

Hassan et al. 2019). Sin embargo, las preguntas que quedaban por responder fueron si este 

sistema de vacunación permitiría reducir el número de antígenos de tres a dos, la dosis 

utilizada (<15 µg) y el número de refuerzos de vacunación (< 3) e indujeran efectos 

protectores satisfactorios contra un desafío de infección de T. Cruzi. Por lo tanto, en un 

siguiente estudio utilizamos una vacuna de dos antígenos (TcG2/TcG4), sin adyuvantes de 

ADN, y probamos cuatro dosis diferentes (1, 5, 10 y 20 µg de cada plásmido), utilizando un 

único protocolo de electroporación intradérmica de entrega de ADN y desafiado contra una 

cepa T. Cruzi (MHOM/MX/1994/Ninoa) que ha demostrado ser muy patógena para ratones. 

Los animales del grupo 1 (EP), en general parecían tristes y mostraban debilidad y habían 

reducido el comportamiento de interacción con otros compañeros de jaula al final de la 

infección experimental y por lo tanto esperábamos animales muertos entre este grupo, 

probablemente, si el período experimental hubiera durado unos días más, ningún animal de 

este grupo habría sobrevivido a la infección. A excepción de los animales del grupo I (EP), 

ningún animal mostró anomalías clínicamente conductuales o visibles durante el período 

experimental. Tres animales murieron derivados de la infección experimental por la cepa 

Ninoa de T. Cruzi. Dos de ellos pertenecían al grupo I (EP) y uno más al grupo V (20 µg). 

Ningún animal de grupos vacunados/infectados mostró signos de debilidad o problemas de 

conducta y no esperábamos ninguna muerte. Dado que no se encontró ninguna otra víctima 

(aparte de la que se encontró en el grupo V) en ninguno de los grupos vacunados, se podría 
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suponer que la vacuna de alguna manera tuvo algunos efectos protectores contra una 

infección por T. Cruzi, aun si considerar el nivel de dosis de vacunación.  

Se ha demostrado que la serie de vacunas TcVac reduce los niveles de parasitemia y estimula 

respuestas inmunitarias celulares y humorales específicas (Bhatia and Garg 2008; Gupta and 

Garg 2013; Gupta et al., 2015; Hegazy-Hassan et al., 2019). La vacuna M-TcVac1 

suministrada a través de la electroporación en ratones de los grupos III (5 µg) y IV (10 µg) 

redujo los recuentos de parásitos en el 50 y el 80%, respectivamente, e indujo una respuesta 

inmune humoral significativamente mayor. Para el grupo II (1 µg) no fue posible detectar la 

respuesta inmunitaria, lo que sugiere que esta dosis de vacunación no es adecuada para 

producir suficientes antígenos para inducir una respuesta inmunitaria detectable, lo que 

sugiere que se requieren dosis de refuerzo de vacunación para esta dosis de ADN. Después 

de la vacunación, los animales de los grupos III (5 µg), IV (10 µg) y V (20 µg), mostraron 

niveles de anticuerpos IgG específicos anti-TcG2 y -TcG4 significativamente más altos que 

los que se encuentran en animales de los grupos I (EP) y II (1 g). Para todos los animales 

infectados los niveles de anticuerpos anti-TcG2, -TcG4-, -T. cruzi en el día 30 después de la 

infección fueron estadísticamente diferentes de los niveles basales. Sin embargo, no se 

observaron diferencias entre los grupos, excepto para los animales de los grupos IV (10 µg) 

para TcG2 y V (20 µg) para TcG4, que eran estadísticamente más altos que todos los demás 

grupos. En informes anteriores siempre habíamos utilizado 25 µg de cada ADN plásmido 

con impulsos repetidos para inducir una buena respuesta inmune humoral (Bhatia and Garg 

2008; Gupta and Garg 2013; Gupta et al. 2015; Hegazy-Hassan et al. 2019). El presente 

informe muestra que se pueden alcanzar niveles adecuados de anticuerpos específicos anti-

TcG2 y -TcG4 con 10 µg de vacuna de ADN plásmido, cuando se administran a través de la 

electroporación intradérmica.  

Un vector pcDNA3.1 (el utilizado para la vacuna TCVac1 DNA) incluye un promotor de 

CMV, que mejora y asegura una alta tasa de expresión y, por lo tanto, se esperaría que, cuanto 

mayor sea la dosis de la vacuna de ADN, mayor será la respuesta inmunitaria. Una posible 

explicación para encontrar una respuesta inmune humoral equivalente a partir de dosis de 

vacunación con ADN de plásmido de 10 y 20 µg, podría ser que se alcance una saturación 

de transfección de queratinocitos y células dendríticas (los tipos celulares principalmente 
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transpirados durante el proceso de electroporación intradérmica) presentes cerca del lugar de 

inyección de plásmido, al recibir altas concentraciones de ADN plasmídico, lo que podría 

conducir a una expresión limitada de la proteína deseada (Li and Petrovsky 2016).  

En cuanto a los hallazgos histológicos, la vacuna M-TcVac1 confirió protección contra la 

infección por T. Cruzi para los grupos de ratones III, IV y V (5, 10 y 20 µg, respectivamente), 

sin embargo, la afinidad de los estímulos inmunes específicos se evidenció más en el tejido 

miocárdico que en el musculoesquelético, donde se controló la propagación del daño 

necrotizante causado por el parásito. El estudio de las secciones del tejido miocárdico 

demostró agregaciones de linfocitos focales alrededor de los nidos de parásitos encontrados, 

formando una barrera entre los miocitos infectados y los sanos. Aunque la respuesta inmune 

celular no pudo prevenir el proceso de internalización del parásito en las células, si fue capaz 

de prevenir más complicaciones patológicas como cardiomegalia, hipertrofia biventricular, 

adelgazamiento de las paredes ventriculares, necrosis vascular o valvular y trombosis 

intramiocárdica. 

Con este estudio hemos demostrado que la electroporación es un método eficaz para la 

administración de la vacuna génica TcVac1, que mejoró la biodisponibilidad e 

inmunogenicidad de los antígenos vacunales, disminuyó el tiempo y el costo de preparación 

de la vacuna, la dosis empleada por aplicación, el número de refuerzos de la vacuna y la 

necesidad de uso de adyuvantes.  

 

Capítulo tres: 

 

Se han diseñado y desarrollado sistemas de microscopía asistidos por ordenador para ayudar 

a los patólogos a entender las células enfermas. Los estudios "colorimétricos" descritos 

presentan información de análisis de muestras en color y facilitan el procesamiento y 

cuantificación de la información para ayudar a proporcionar un diagnóstico o a formar un 

pronóstico para el caso en particular. En el presente trabajo, determinamos el uso de la escala 

colorimétrica y el procesamiento y análisis de imágenes de microscopio para el tejido 
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cardíaco de ratones chagasicos a través de un software de procesamiento de imágenes (Image 

pro plus 5.1). Se establecieron la colección y cuantificación de datos respetando los siguientes 

criterios; longitud de onda fija, área central enfocada específica, ajuste de la trayectoria óptica 

del microscopio y la cámara de acuerdo con los estándares de iluminación de Koehler, ajuste 

del rango dinámico de la cámara, brillo de la luz, maximización de la relación señal-ruido, 

corrección la imagen de las aberraciones cromáticas, corrigiendo para la iluminación de las 

no uniformidades y validando la linealidad de la cámara. (Geusebroek et al. 2000; Tworkoski 

2010). Para cada muestra, se verificó el protocolo de tinción (mención en la sección material 

y métodos) para que coincida con todas las muestras, y todas las muestras se analizaron 

utilizando el mismo microscopio y la misma cámara CCD de color fijo, las imágenes se 

analizaron directamente en el espacio de color RGB restringiendo el análisis a los píxeles 

ubicados en una región específica del RGB. 

En función de las entidades evaluadas para cada celda a través de las segmentaciones, se 

atribuye una puntuación en función de la intensidad del marcador y su relación señal-ruido 

en el compartimiento objetivo. Una celda se considera positiva cuando el contenido del 

marcador de esa celda en el compartimiento específico del marcador la densidad óptica 

(intensidad) es significativamente mayor que en los compartimentos vecinos (se incluyó un 

rango de valores positivos, desde positivo débil hasta fuerte positivo, para el infiltrado de 

linfocitos y el núcleo de cardiomiocitos).  

Los datos mostraron que la vacuna sólo no altera el número de cardiomiocitos o linfocitos 

presentes en el tejido miocárdico, así como, no se detectaron cambios morfológicos 

aparentes. Después de la infección de desafío las diferentes rutas mostraron un cambio en la 

reacción inmune que era evidente bajo el microscopio; ratones vacunados por vía 

intramuscular mostraron una menor protección contra la infección por T. cruzi que 

presentaba un aumento no significativo de infiltrado de linfocitos (Figura 1-C), por otro lado, 

los ratones vacunados a través de electroporación intradérmica mostraron recuentos 

significativamente más altos de infiltrados (P<0.05) en los ventrículos derecho e izquierdo.  

Debido a la falta de protección ofrecida por los ratones vacunados a través de la fecha 

cuantitativa intramuscular obtenida por el análisis colorimétrico demostró un ventrículo 

izquierdo y una hipertrofia del tabique alto (P<0.05), que podría explicarse por la destrucción 
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del tejido que produce anomalías de conducción auriculoventricular e intraventricular y/o 

miocitosis, mionecrosis y necrosis de la banda de contracción. Las bandas de tejido fibroso 

reemplazan a los miocitos cardíacos y a la acumulación de colágeno extracelular que encierra 

fibras o grupos de fibras, además, la diferenciación de cardiomiocitos para restaurar la 

funcionalidad del corazón (Machado et al. 2012). Por el contrario, los ratones vacunados a 

través del IDE mostraron resultados más bajos que los grupos de ratones de control (RV, 

P<0.05), lo que indica la eficacia de la técnica aplicada.  

Por último, los sistemas de imágenes computarizados demostraron ser un método fiable en 

la detección de patologías y la precisión en la obtención de datos, sin la incertidumbre de los 

diferentes contextos de muestras examinadas por el patólogo durante la observación visual. 
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CONCLUSIÓN GENERAL 

 

Ambos protocolos de vacunación TcVac1 (IDE e IM), protegen contra una infección aguda 

de T. Cruzi, permitiendo una mayor tasa de supervivencia, patologías cardíacas 

macroscópicas más leves y disminución de la carga tisular del parásito  en corazón y músculo 

esquelético, de lo que se observó en la carga de parásitos en el grupo de ratones no 

vacunados/infectados. La entrega del IDE ofreció un sistema de vacunación más eficiente 

que la ruta IM. Esto se evidenció mediante la inducción de niveles más altos de respuestas 

inmunitarias celulares y humorales de tipo Th1 que se expandieron en respuesta a la infección 

de desafío y proporcionaron una infiltración más fuerte de células inflamatorias capaces de 

controlar nidos de parásito en el corazón y tejidos esqueléticos en ratones vacunados con 

TcVac1 por vía IDE, que el observado en ratones vacunados a través de la vía IM. 

Concluimos que la administración de IDE mejora la eficacia protectora de la vacuna TcVac1 

en ratones y que la dosis efectiva de la vacuna M-TcVac1 a través de la electroporación 

intradérmica es de 10 µg de ADN plasmídico, sin adyuvantes, con una sola aplicación, 

mostrando una mayor inmunogenicidad y control de los nidos parasitarios. Finalmente, el 

uso de la tecnología aplicada en la determinación de lesiones histológicas fue de gran éxito 

en la obtención de datos cuantitativos y sin el margen de error humano.  
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