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1. RESUMEN 

La Tripanosomiasis americana también conocida como enfermedad de Chagas es producida por el 

parásito Trypanosoma cruzi el cual puede ingresar al organismo por diversas vías (vectorial y no 

vectoriales) produciendo en el organismo del hospedero vertebrado una serie de reacciones que 

van desde los síntomas que produce un resfriado común hasta una enfermedad debilitante que 

conlleva el riesgo de muerte súbita (Carrada-Bravo 2004a;de Jogna Prat 1997;Diario Oficial de la 

Federación 2001).  

Algunos de los inconvenientes más graves de este padecimiento es que en la actualidad se carece 

de un tratamiento que sea efectivo e inocuo (Urbina 2010), por otro lado, si bien se ha trabajado 

en la búsqueda de una vacuna que prevenga los daños ocasionados por T. cruzi con resultados 

esperanzadores, todavía no existe una vacuna capaz de detener la infección (Aparicio-Burgos et al. 

2011;Cazorla et al. 2009;Garg and Bhatia 2005;Gupta and Garg 2010). 

A lo largo de los últimos años se han estudiado diferentes antígenos del Trypanosoma cruzi tanto 

en su estadio extracelular como en su estadio intracelular, además de metodologías de 

inmunización que exhiben un buen potencial como vacunas, esto se ha hecho de forma 

experimental in vivo, in vitro e in silico (Bhatia et al. 2004). En este último caso, Bhatia y 

colaboradores analizaron la base de datos de la secuencia de T. cruzi e identificaron 71 candidatos 

únicos para T. cruzi, entre los cuales, ocho eran filogenéticamente conservados en las cepas de T. 

cruzi de importancia clínica. Entre estos últimos, tres (TcG1, TcG2 y TcG4) son expresados en las 

fases presentes en el hospedero mamífero (Tripomastigote y amastigote) y provocan niveles 

significativos de anticuerpos líticos en ratón (Bhatia and Garg 2008) por lo que sugieren ser una 

alternativa importante para su estudio en otras especies, tal es el caso del perro. 

Los trabajos realizados en el estudio de los antígenos antes mencionados incluyen desde las 

vacunas tradicionales con cepas atenuadas del parásito, utilización de otros parásitos 

emparentados que comparten epítopes antigénicos (T. rangeli), hasta las nuevas generaciones de 

vacunas en las que se encuentran las vacunas génicas y las de proteínas recombinantes (Garg & 

Bhatia 2005). 

Paralelamente se ha trabajado en la selección de adyuvantes para mejorar la respuesta inmune 

protectora, en estos podemos encontrar proteínas de bacterias como Mycoplasma, aluminio, 

saponina, interleucinas, entre muchos otros (Cazorla, Frank, & Malchiodi 2009). 
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En lo referente a las vacunas de nueva generación se ha demostrado que las compuestas de ADN 

son capaces de ofrecer protección ante un desafío con cepas patógenas de T. cruzi, además, se ha 

demostrado que cuando se inmuniza con ADN utilizando un antígeno específico, y se administra 

posteriormente un refuerzo con el mismo antígeno pero como proteína recombinante, se estimula 

la respuesta inmunitaria humoral y celular de mejor forma, en comparación con el uso solo de 

ADN (Mota-Sánchez 2009). 
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2. ABSTRACT 

American trypanosomiasis also known as Chagas´ disease is caused by the parasite Trypanosoma 

cruzi which can enter the body through various means (vector and non-vector) occurring in the 

body of the vertebrate host a series of reactions ranging from symptoms that produces a common 

cold to a debilitating condition that carries the risk of sudden death (Carrada-Bravo 2004a of Jogna 

Prat 1997 Official Journal of the Federation 2001). 

Some of the most serious drawbacks of this condition is that at present no treatment that is 

effective and safe (Urbina 2010), on the other hand, while we worked on finding a vaccine to 

prevent damage from T. cruzi with encouraging results, there is still no vaccine to stop the 

infection (Aparicio-Burgos et al. 2011; Cazorla et al. 2009; Garg and Bhatia 2005; Gupta and Garg 

2010). 

Over recent years the study of different T. cruzi antigens in both their extracellular stage in its 

stadium as intracelular, also immunization methodologies exhibiting good potential as vaccines, 

this has been done experimentally in vivo, in vitro and in silico (Bhatia et al. 2004). In the latter 

case, Bhatia et al analyzed the database sequence of the T. cruzi and identified 71 candidates only 

for T. cruzi, of which eight were phylogenetically conserved among strains of T. cruzi clinically 

important. Among these, three (TCG1, TcG2 and TcG4) are expressed in the phases present in the 

mammalian host (trypomastigote and amastigote) and cause significant levels of lytic antibodies in 

mice (Gupta & Garg 2010) suggest therefore be an important alternative for study in other 

species, as in the case of the dog. 

The work done in the study of the above antigens ranging from traditional vaccines with 

attenuated strains of the parasite, using other related parasites that share antigenic epitopes (T. 

rangeli), until the new generation of vaccines that are in vaccines gene and the recombinant 

proteins (Garg & Bhatia 2005). 

Parallel work has been done in the selection of adjuvants to enhance protective immune 

responses, these can be found in bacteria such as Mycoplasma proteins, aluminum, saponin, 

cytokines, among many others (Cazorla, Frank & Malchiodi 2009). 

In terms of new generation vaccines has shown that DNA composite are able to provide protection 

against a challenge with pathogenic strains of T. cruzi also been shown that when immunized with 
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DNA using a specific antigen, and later given a booster with the same antigen but as recombinant 

protein, stimulates the immune response of humoral and cellular better way, compared with the 

use DNA alone (Mota-Sanchez 2009). 
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3. INTRODUCCIÓN 

A pesar de que la Tripanosomiasis Americana ha sido ampliamente estudiada desde su 

descubrimiento en 1909 (Chagas 1909) todavía representa un problema muy grave de salud 

pública en América, debido en parte a los altos costos que representa el control del vector; así 

como a los tratamientos largos y con efectos adversos, y a la falta de una vacuna que brinde una 

profilaxis efectiva.  

La importancia de la enfermedad de Chagas radica en la asociación de diversos factores, que 

incluyen sociales, culturales, políticos y económicos (Mitelman JE 2012); además, de los 

relacionados a la salud pública. Lo que convierte a esta enfermedad en uno de los problemas de 

salud más importantes en el continente americano (López-Ordóñez et al. 2009), responsable por la 

mortalidad de 12,500 casos reportados cada año; 8 millones de personas en Latinoamérica están 

en riesgo de contraer la enfermedad; la aparición de 41,000 nuevos casos por año (World 

Organitation Health 2010); y de la presencia de nuevos casos en otras partes del mundo como en 

España, Italia, Francia, Japón, Australia, solo por mencionar algunos, debido a la migración de 

personas de zonas endémicas a zonas no endémicas, esto se ilustra en la Figura 1 (Schmunis 

2007;World Organitation Health 2010).  

Los gastos derivados por la enfermedad de Chagas son muy elevados, tanto que el banco mundial 

la ha catalogado en el cuarto lugar de las patologías que causa más pérdidas económicas, solo por 

detrás de las enfermedades agudas, las diarreas y el VIH/SIDA; considerando la morbilidad medida 

en años de vida perdidos por discapacidad, debido a que los más afectados por sus complicaciones 

y consecuencias son los hombres y mujeres entre 30 y 40 años, los cuales ven limitada su 

capacidad laboral y su calidad de vida (Mitelman J and Giménez L 2012;World Bank 1993). 
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Figura 1. “Flujo de migraciones de América latina hacia regiones no endémicas para la enfermedad de Chagas”  (Schumis, G. 
2007) 
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4. MARCO TEÓRICO 

4.1. La enfermedad 

La Tripanosomiasis Americana también llamada enfermedad de Chagas entre otros nombres más 

(Godínez 2012), es el resultado de la infección del parásito Trypanosoma cruzi, un protozoo, 

hemoflagelado que pertenece al Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae; de forma 

natural, la infección es transmitida a través de la contaminación de mucosas o laceraciones en la 

piel a partir de las deyecciones de chinches hociconas, hematófagas del genero Triatoma spp, 

Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae (triatominos) (Carrada-Bravo 2004b). Dependiendo en 

donde circulen estos vectores se pueden diferenciar tres ciclos: doméstico (cuando los triatominos 

se encuentran dentro de las casas y participan humano y animales); peridoméstico (los 

triatominos circulan en los alrededores de las casas y participan hospederos como perros, gatos y 

roedores); y silvestre (se presenta alejado de asentamientos humanos y con la participación 

exclusiva de reservorios silvestres -marsupiales y roedores principalmente-) (Guzmán-Bracho 

2001). Además de la transmisión vectorial, la infección puede ocurrir a través de la transfusión de 

sangre y tejidos de donadores infectados, por accidentes de laboratorio y por vía transparentaría 

(Guzmán-Bracho 2001), aunque también se ha descrito la infección por la ingestión ya sea de 

alimentos contaminados o bien en el caso de animales por el consumo de vectores positivos a la 

enfermedad  (TOSO et al. 2011;World Organitation Health 2008). 

La patogenia de las infecciones adquiridas dependerá por una parte del polimorfismo del parásito, 

el tropismo, la virulencia, la constitución antigénica y de la dosis de inoculo; y por otra, del 

hospedero, la constitución genética, el sexo, la edad, la especie, la raza, las infecciones 

oportunistas, la respuesta inmunológica, la temperatura, el estado nutricional y la dieta (Salazar-

Schettino and Marin 2006).    

Las formas agudas suelen pasar desapercibidas, excepto por el signo de Romaña y el chagoma de 

inoculación, presentándose en ocasiones la muerte súbita por falla cardíaca. Las formas crónicas 

más frecuentes son la miocarditis crónica y/o las megaformaciones (Náquira Velarde et al. 2001). 

Algunos de los signos asociados a las  etapas de la enfermedad se muestran en el Tabla 1. 
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Fase Aguda Fase Crónica 

Fiebre 

Reacción inflamatoria alrededor de las 

células parasitadas 

Dolores de cabeza 

Muerte súbita por falla cardíaca 

Alteraciones del sistema nervioso 

 Megaesófago  

Megacolon  

Cardiomegalia  

Alteraciones cardíacas  

Presencia escasa del parásito  

Del 30 al 40% de infectados entran en esta 

etapa 

Tabla 1. “Etapas de la enfermedad de Chagas.” 
Modificado de (Díaz-Limay et al. 2004;Dumonteil 1999;Vega Chirinos and Náquira Velarde 2006). 

4.2. El agente etiológico 

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae, 

caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, dentro de la cual su 

genoma se encuentra ordenado en una compleja y compacta red denominada kinetoplasto. Es un 

parásito intracelular con un ciclo de vida que involucra vertebrados e invertebrados.  

Reino: Protista 

filo: Euglenozoa 

clase: Kinetoplastea 

Orden: Trypanosomatida 

Género: Trypanosoma 

Especie: Trypanosoma cruzi 

Tabla 2.”Clasificación taxonómica del Trypanosoma cruzi” 
Modificado de (Tanowitz et al. 1992). 

Durante su ciclo de vida, el parásito presenta tres estadios morfológicamente diferenciados, que 

involucran cambio de tamaño, de forma y la posición del kinetoplasto en relación con el núcleo: 

amastigote, epimastigote y tripomastigote (ver Tabla 3 y Figura 2). 
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Características Amastigote Epimastigote Tripomastigote 

Organelo Kinetoplasto cerca del 

núcleo  

Kinetoplasto cerca del 

núcleo  

Kinetoplasto en 

extremo posterior 

Movimiento Inmóvil  Móvil  Móvil  

Tamaño 1.5-4 micrómetros 20-40 micrómetros ~20 micrómetros 

Forma Redondo  Delgado alargado y 

fusiforme 

Alargado fusiforme 

Organelo para 

movimiento  

Sin flagelo Membrana ondulante 

y flagelo libre 

Flagelo libre  

Presencia en el 

organismo 

Intracelular Extracelular Extracelular  

 Multiplicación en las 

células del huésped 

Vive en el vector Circula en sangre 

 Nidos en tejidos 

lesionados 

Multiplicación en el 

intestino medio del 

vector 

Invasión de células 

blanco del huésped 

Tabla 3. “Morfología de T. cruzi” 
Modificado de (Carrada-Bravo 2004a;Náquira Velarde, Huapaya, Espinoza Blanco, & Vega Chirinos 2001;Vega Chirinos & Náquira 

Velarde 2006). 

 

Figura 2. “Formas celulares de Trypanosoma cruzi” 
Tomado de (TOSO, VIAL, & GALANTI 2011). 
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Con respecto al ciclo de vida, el vector después de alimentarse, defeca y con el material excretado 

las formas infecciosas (tripomastigotes metacíclicos) contenidas en el intestino medio son 

liberadas. Las formas metacíclicas pasan a las deyecciones del vector, desde donde puede 

penetrar los tejidos subcutáneos del huésped.  El tripomastigote invade las células del huésped 

desplazándose por medio de la circulación sanguínea para llegar a las células blanco 

especialmente las del corazón y músculos. Luego de penetrar las células se diferencia otra vez en 

amastigote. El parásito penetra en los tejidos subcutáneos en los cuales se multiplica en el sistema 

retículoendotelial y es enseguida fagocitado por los macrófagos del huésped. Cuando se encuentra 

en la sangre, T. cruzi  migra hacia las células cardíacas y a las células musculares lisas (tubo 

digestivo) en donde pierde su flagelo para entrar en el estadio amastigote y se multiplica. Es así 

como consigue formar un pseudoquiste. Una cantidad de parásitos se diferencian en 

tripomastigotes para aparecer en la circulación sanguínea e infectar otros tejidos. Si un vector se 

alimenta de sangre de un sujeto infectado, los tripomastigotes llegan al intestino medio del nuevo 

vector y se diferencian en epimastigotes para multiplicarse. La población de parásitos aumentada 

se diferencia en tripomastigotes metacíclicos en el recto del vector en espera de una nueva 

infección contaminante a través de la defección (Figura 3.) (de Jogna Prat 1997;Náquira Velarde, 

Huapaya, Espinoza Blanco, & Vega Chirinos 2001;Ramsey and Schofield 2003;Vega Chirinos & 

Náquira Velarde 2006). 
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Figura 3. “Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi” 
 Modificado de (Náquira Velarde, Huapaya, Espinoza Blanco, & Vega Chirinos 2001).  
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4.3. El vector 

Más del 85% de la transmisión de la enfermedad se lleva a cabo a través del vector denominado 
chinche besucona, chinche picuda, y una variedad de palabras indígenas como Pic (Maya), Msin o 
bidi (Zapoteco) (Ramsey et al. 2003). Estos insectos se  han adaptado de manera paulatina a su 
alimentación del bosque, luego al peridomicilio y hoy en día lo encontramos en zonas urbanas 
(intradomiciliario) conviviendo con humanos y animales domésticos (Martínez-Ibarra et al. 2001). 
En México se reconocen de 27 a 31 especies de Triatoma hematófagos, incluso hay autores que 
proponen la existencia de 32 especies, entre éstas, 23 se encuentran distribuidas exclusivamente 
en territorio mexicano (Espinoza-Gómez et al. 2002;Ramsey & Schofield 2003;Zárate and Zárate 
1985).  

Las especies más importantes  en México (en cuestión de transmisión vectorial) mencionadas por 
Martínez y colaboradores en 2001 son: Triatoma barberi, T dimidiata, T pallidipennis, T picturata, T 
lecticularia, Rhodnius prolixus y el complejo T phyllosoma. Reportándose la aparición de por lo 
menos alguno de ellas en todo el territorio nacional, siendo la de más presencia T dimidiata en las 
zonas centro y sur de México, T pallidipennis en la zona norte  (Cruz-Reyes and Pickering-Lopez 
2005;Salazar-Schettino & Marin 2006). 

Clasificación taxonómica del vector 

Reino – Animalia - Animal 

Phylum – Artropoda – Patas articuladas 

Superclase – Hexapoda – Seis patas 

Clase – Insecta - Insectos 

Subclase – Pterigota – Insectos con alas 

Orden – Hemiptera – Chinches verdaderas 

Familia – Reduviidae – Chinches asesinas 

Genero –Triatoma – Chupadoras de sangre, nariz cónica 

Especies- Trypanosoma cruzi  

(Tomado de Iowa State University Entomology). 

La subfamilia Triatominae (Reduviidae) contiene numerosas especies que actúan como vectores 
de la enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi. Todas las especies de triatominos 
requieren sangre de vertebrados para su desarrollo completo, la mayoría de las especies se 
alimentan de mamíferos terrestres o arbóreos especialmente didélfidos y roedores; otras se 
encuentran asociados con murciélagos y algunas con aves (Ramsey et al. 2003, INS, 2000; Vega y 
Náquira, 2005).  
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Un factor para la colonización, proliferación y mantenimiento de las chinches son las condiciones 
de edificación de viviendas en las que construcciones las observan hendiduras, rajaduras y grietas, 
en las paredes y techos de barro o cemento, así mismo en las uniones entre los adobes y ladrillos, 
los espacios entre tablas, techos de hojas de palmera lo que crean un micro hábitat apropiado por 
lo que varias especies de triatominos han podido colonizar las habitaciones humanas (Ramsey et 
al., 2003; Espinoza-Gómez, 2002; Vega y Náquira, 2005). 

4.3.1. Ciclo biológico 

Los triatominos son insectos hemimetábolos, es decir de metamorfosis incompleta. De cinco 
estadios ninfales, muy parecidos a los adultos pero carecen de alas y son de menor tamaño 
(Ramsey et al., 2003), la duración del ciclo de vida es variable dependiendo de la especie y de la 
disponibilidad de fuente alimenticia. En la mayoría de las especies se completa el ciclo entre 5 y 12 
meses en condiciones óptimas (Salazar-Schettino et al., 2006). 

Transición de estadio  Días transcurridos 

De huevo  a 1ª ninfa  35 días 
1ª ninfa a 2ª ninfa  37 días 

2ª ninfa a 3ª ninfa  48 días 

3ª ninfa a 4ª ninfa  56 días 

4ª ninfa a 5ª ninfa  59 días 

5ª ninfa a Adulto  73 días 

Tabla 4. “Ciclo de vida de Triatoma pallidipennis” 
Modificado de Tay et al., 2008 

Huevo  

 Los huevos son ovipositados entre 5 – 10 días postcópula. Algunas hembras pueden poner huevos 
no fertilizados. La cantidad de huevos y la frecuencia de oviposición dependen de la cantidad de 
sangre ingerida. En la mayoría de los casos la hembra pone entre 100 y 600 huevos durante su 
vida. Los huevos son de forma oval, presentan un opérculo en uno de sus extremos, son de color 
blanco a rojizo según la edad del embrión. La eclosión varía de 10 – 30 días después de la postura 
(Ramsey et al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2006; Vega y Náquira, 2005; Martínez et al., 2001; 
Tay et al., 2008). 

Ninfa 

Presenta cinco estadios ninfales, transcurridos dos o tres días después de eclosionar, las ninfas se 
pueden alimentar, pueden pasar varias semanas sin hacerlo. En condiciones adecuadas las ninfas 
pueden ingerir hasta nueve veces su peso, mientras que los adultos de dos a cuatro. Todas las 
etapas de ninfa, hembras y machos pueden vivir hasta  once meses sin ingerir alimento (Ramsey et 
al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2006; Vega y Naquira, 2005; Martínez et  al., 2001; Tay et al., 
2008).  
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Adulto 

Los triatominos adultos se diferencian de la ninfa por sus alas anteriores y posteriores bien 
desarrolladas y por ser sexualmente maduros, con genitales completamente desarrollados. La 
hembra copula una sola vez y después de ser fecundada comienza la postura, se han observado 
hasta 40 posturas que sobrepasan los 200 huevos. Los adultos tienen un par de ocelos sensibles a 
la luz en la parte posterior de la cabeza, justo detrás de los ojos. Lo que las ninfas no poseen 
(Ramsey et al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2006; Vega y Náquira, 2005; Martínez et al., 2001; 
Tay et al., 2008). 

 

Figura 4. Ciclo biológico de Triatoma pallidipennis 
Tomado de Tay et al., 2008 
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5. ANTECEDENTES 

Existen diferentes estrategias para el control de la enfermedad de Chagas, entre las que se 

encuentra, el tamizaje en bancos de sangre. La importancia de este, radica en el hecho de que, en 

la mayoría de las ocasiones, la infección en zonas no endémicas de la enfermedad es debido a 

transfusiones sanguíneas, con base en reportes de casos en países como: España, Italia, Japón y 

Australia (Briceño-León and Galván 2007;Schmunis 2007;World Organitation Health 2010). El 

control se logra con el análisis serológico para la detección de pacientes infectados evitando así la 

donación de sangre y tejidos de estos individuos (Guzmán-Bracho 2001). 

Asimismo, se encuentra el control químico del vector, el cual ha demostrado que es eficaz para 

bloquear la transmisión vectorial, ejemplo de ello es la iniciativa del cono sur iniciada en 1991 por 

seis países endémicos a la enfermedad (Uruguay, Chile, Brasil, Argentina, Paraguay y Bolivia) con 

lo cual se redujo la incidencia en un 70% en niños y adultos jóvenes, además Uruguay y Chile se 

declararon libres de la transmisión vectorial y transfuncional (Moncayo and Silveira 2009). 

En relación a la medicación, se cuenta con quimioterapéuticos nitrofuranos y nitroinidazoles 

(Nifórtimox y Benznidazol respectivamente) con una eficacia de entre el 60% y 70% de cura en 

pacientes en fase aguda, pero con un porcentaje más bajo en el caso de los pacientes en fase 

crónica (Docampo 2001;Michailowsky et al. 2003). 

Debido a que los esfuerzos empleados hasta ahora distan todavía de resolver la problemática que 

envuelve a la enfermedad de Chagas, el uso de herramientas profilácticas se presenta como una 

alternativa (Gupta & Garg 2010) prometedora para minimizar la transmisión, reducir costos, y 

efectos adversos, con la probabilidad de alcanzar con más eficiencia a individuos de zonas en 

riesgo.  

Desde hace más de 30 años se han realizado esfuerzos en el desarrollo de vacunas para la 

prevención de la enfermedad, con un éxito limitado. En los últimos diez años, estos esfuerzos se 

han encaminado al estudio de vacunas a base de proteínas recombinantes y vacunas génicas, 

basadas en proteínas antigénicas importantes del parásito, tales como: cruzipaina, trans-sialidasas, 

proteína se superficie de amastigotes y proteína de bastón paraflagelar, entre otras. Más 

recientemente se han evaluado vectores modificados genéticamente para la expresión de los 

genes antes mencionados, estos vectores incluyen bacterias y virus. También se han estudiado 

diversos adyuvantes para modular una respuesta inmune, ya sea, de tipo Th1 o Th2 dependiendo 
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de varios factores liberados en presencia de las células del sistema inmune al cual se presentan 

(Cardoni et al. 1999).  Algunos ejemplos de estos adyuvantes son: CpG-oligodesoxinucleótidos, 

macrófagos activados, lipopéptido de Mycoplasma fermentans, glicolípido alfa-galactosilceramida, 

factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, IL-12, además de otras citocinas y 

quimiocinas (Cazorla, Frank, & Malchiodi 2009). 

A lo largo del tiempo, en lo que a la producción de vacunas se refiere, existen dos estadios del 

parásito que han sido blanco de los esfuerzos por encontrar la mejor opción para detener la 

enfermedad, estos son: el tripomastigote, el cual entra al hospedero después de ser contagiado 

por un triatomino infectado o bien por la exposición a este mediante alguna de las formas de 

trasmisión ya antes mencionadas, el objetivo de las vacunas enfocadas a este estadio, es bloquear 

la infección de las células diana una vez que el parásito ingresó al organismo; por otro lado, está el 

estadio de amastigote, en el cual se pretendería detener la propagación del parásito y su posterior 

ingreso al torrente sanguíneo. Estos dos tipos de objetivos, pretenden frenar o atenuar el 

desarrollo de la enfermedad, tanto en los humanos como en los reservorios; esto además de 

beneficiar al individuo infectado, propiciaría la ruptura del ciclo en el que interviene el triatomino, 

ya que disminuiría la parasitemia  y con esto se disminuiría la transmisión vectorial entre humanos 

y reservorios mamíferos. 

La evolución de la investigación en pro de las vacunas contra T. cruzi comienza con parásitos 

muertos o inactivados por calor, parásitos atenuados o bien, fracciones subcelulares del parásito 

en modelos animales, entre los que se encuentran: ratones, cobayos, perros y monos (Bhatia et al. 

2009;Garg & Bhatia 2005), estos trabajos utilizaron epimastigotes de T. cruzi, lo que propició un 

limitado éxito en el desarrollo de este tipo de vacunas, ya que en la fase infectiva del parásito 

(tripomastigote y amastigote) encuentra otros antígenos, además de que se cree que durante la 

inactivación del parásito se pierden proteínas inmunogénicas (Vázquez-Chagoyán et al. 2011).   

Más adelante se utilizaron vacunas con parásitos vivos atenuados por diversas vías, entre las que 

se incluyen: tratamiento con agentes farmacológicos (timerosal, formalina), o bien atenuados 

mediante pasajes en cultivos celulares, además de bloque de genes potencialmente virulentos 

mediante knockouts genéticos; estas fueron probadas tanto en ratones como en perros, 

encontrando buena efectividad en infecciones subsecuentes de cepas virulentas, sin embargo, 

estas vacunas se juzgaron poco prácticas debido al riesgo que existe de la reversión de estas cepas 

atenuadas a cepas virulentas o patógenas y comprometer a individuos con deficiencias 
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inmunológicas (Bhatia, Wen, Zacks, & Garg 2009;Garg & Bhatia 2005). No obstante, estos estudios 

mostraron que una vacuna capaz de inducir inmunidad protectora con un mínimo de riesgo de 

reversión biológica a fenotipo virulento sería útil en el control de la infección de T. cruzi, además 

proporcionaron una base para la identificación de los antígenos que son blanco del sistema 

inmune y con ello el desarrollo de subunidades vacunales (Vázquez-Chagoyán, Gupta, & Jain Garg 

2011). 

Con las nuevas tecnologías de secuenciación mediante las que se puede conocer la totalidad del 

genoma del parásito (El-Sayed et al. 2005), es viable investigar cuáles de sus proteínas son las más 

factibles para el desarrollo de vacunas a partir de las subunidades capaces de despertar la 

respuesta inmune. Con la adquisición de datos sobre los mecanismos de protección inmunes y las 

características de dianas antigénicas potenciales, los investigadores han dirigido sus esfuerzos de 

investigación a la identificación de antígenos eficaces y sistemas de administración de antígenos 

para provocar respuestas inmunes potentes para el control de T. cruzi (Vázquez-Chagoyán, Gupta, 

& Jain Garg 2011). 

La mayoría de los estudios de vacunas se han centrado en antígenos derivados de las trans-

sialidasas, que es una de las familias más grandes de proteínas del parásito; compuesta de 

alrededor de 1400 miembros, que representan más del 10% de las proteínas codificadas por los 

parásitos (El-Sayed, Myler, Bartholomeu, Nilsson, Aggarwal, Tran, Ghedin, Worthey, Delcher, & 

Blandin 2005). También existe una inmunodominancia muy fuerte de las proteínas trans-sialidasa, 

lo que resulta en hasta un 30% de IFN-γ secretado por las células T CD8 + que responden a un solo 

epítope (Martin et al. 2006;Tzelepis et al. 2008), lo que representa uno de los más fuertes 

dominios descrito hasta ahora (Dumonteil 2009). 

Vacunas con base en trans-sialidasas y cruzipaína como: ADN, proteína recombinante, y sus 

combinaciones, han probado ser eficaces como vacunas profilácticas y terapéuticas contra la 

infección por T. cruzi en ratones (Cazorla et al. 2008;Dumonteil et al. 2004;Garg and Tarleton 

2002;Hoft et al. 2007;Machado et al. 2006;Miyahira et al. 2005a;Sanchez-Burgos et al. 2007). Una 

evaluación más profunda de estas vacunas en modelos animales adicionales, tales como perros 

(Quijano-Hernandez et al. 2008) se ha iniciado, proporcionando datos clave para el posterior 

desarrollo de estas vacunas (Tabla 5) . Sin embargo, como se señaló antes (Martin, Weatherly, 

Laucella, Cabinian, Crim, Sullivan, Heiges, Craven, Rosenberg, & Collins 2006), no está claro si los 

antígenos basados en trans-sialidasas son tan buenos candidatos vacunales (Dumonteil 2009).  
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Modelo 
experimental 

Antígeno Régimen 
vacunal 

Protección  Referencia  

Ratón C57bl/6 ASP-1, ASP-2 and 
TSA-1 ADN 

Profilaxis  Buena  (Garg & Tarleton 2002)  

Ratón A/Sn ASP-2 en varias 
formulaciones  

Profilaxis  Buena (Araújo et al. 2005;de Alencar 
et al. 2007) 

Ratón C57bl/6 
y BALB/C 

ASP-2, TS en 
vector viral 

Profilaxis  Buena (Machado, Cardoso, Claser, 
Rodrigues, Gazzinelli, & Bruna-
Romero 2006) 

Ratón C57bl/6 Epítope de TSSA 
CD8+ T en vector 
viral 

Profilaxis  Buena  (Miyahira, Takashima, 
Kobayashi, Matsumoto, 
Takeuchi, Ohyanagi-Hara, 
Yoshida, Ohwada, Akiba, & 
Yagita 2005a)  

Ratón BALB/C TS en proteína 
recombinante y 
ADN 

Profilaxis  Buena (Hoft, Eickhoff, Giddings, 
Vasconcelos, & Rodrigues 
2007)  

Ratón C3H Cruzipaina en 
varias 
formulaciones  

Profilaxis  Buena (Cazorla, Becker, Frank, 
Ebensen, Sartori, Corral, 
Malchiodi, & Guzmán 2008)  

Ratón BALB/C 
y CD1 

TSA-1, Tc24 en 
ADN 

Terapéutica  Buena (Dumonteil, Escobedo-Ortegon, 
Reyes-Rodriguez, Arjona-
Torres, & Ramirez-Sierra 
2004;Zapata-Estrella et al. 
2006)  

Ratón BALB/C Tc52 en ADN Terapéutica  Buena (Sanchez-Burgos, Mezquita-
Vega, Escobedo-Ortegon, 
Ramirez-Sierra, Arjona-Torres, 
Rodrigues, Ouaissi, & 
Dumonteil 2007)  

Perro TSA1-Tc24 ADN Terapéutica  Regular  (Quijano-Hernandez, Bolio-
González, Rodríguez-Buenfil, 
Ramirez-Sierra, & Dumonteil 
2008)  

Tabla 5. ”Vacunas de ADN contra la enfermedad de Chagas” 

ASP: Proteína de superficie de Amastigote; Tc24: Antígeno T. cruzi de 24 kDa; Tc52: Antígeno T. cruzi 52 kDa; TS: Trans-sialidasa; TSA-1: 
Trans-sialidasa-1; TSSA: Antígeno pequeño de superficie de tripomastigote. Modificado de (Dumonteil 2009). 

 

En lo referente a vacunas de subunidades, estudios iniciales examinaron el potencial de proteínas  

purificadas de T. cruzi, que incluyen: GP90, GP82, GP56, cruzipaína (Cz), bastón del rodete 
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paraflagelar (PFR), TC52, proteína reguladora del complemento (CRP), entre otras; algunas de las 

cuales fueron probadas también como proteínas recombinantes (Tabla 6). Muchos de estos 

antígenos exhibieron una serie de propiedades atractivas como candidatos para vacunas, lo que se 

expresa abundantemente en la fase infecciosa y en la fase intracelular de T. cruzi, además de ser  

altamente inmunogénicos en la infección natural.  

Estos estudios se diseñaron para estimar la eficacia protectora de las vacunas candidatas 

basándose en la supervivencia de los individuos después del desafío con una infección letal, 

pronto se hizo claro que las vacunas proteicas fueron más adecuadas para la inducción de 

respuestas de anticuerpos y no eran eficaces en producir la inmunidad mediada por células, que es 

esencial para el control de la etapa de un patógeno intracelular. Se acepta generalmente que el 

uso de un enfoque de vacunación, que presente el antígeno por las vías de la clase I y clase II 

provoca una respuesta de anticuerpos específica ante este antígeno y la actividad de los linfocitos 

T cototoxicos  podría ser más eficaz contra las fases extracelulares e intracelulares de T. cruzi. Por 

lo tanto, el enfoque de la inmunización de ADN fue favorecido y adoptado fácilmente por su 

capacidad para producir anticuerpos, citocinas Th1 y de células T CD8 (Donnelly et al. 

2005;Dumonteil 2007;Huygen 2005) necesarios para el control de T. cruzi; además de su facilidad 

de construcción y producción en los vectores, de la estabilidad del ADN y su capacidad de 

aumentar la respuesta inmune mediante la co-administración de genes que codifican citocinas. 

 Varias proteínas de T. cruzi se han probado como vacunas de ADN en modelos experimentales, 

estos incluyen los miembros de la familia trans-sialidasa (por ejemplo TSA1, ASP1, ASP2 y TS), 

TSSA, KMP11, LYT1, CRP, Cz, PFR y otros). Muchos de estos candidatos fueron identificados como 

dianas de la respuesta de anticuerpos y células T CD8 o linfocitos T citotóxicos en ratones y seres 

humanos infectados. Cuando se ensayó como una vacuna de ADN en ratones, estos antígenos 

provocaron diversos niveles de citocinas Th1, la actividad de linfocitos cototoxicos CD8 y las 

respuestas de anticuerpos que se correlacionaban con el grado de control de la parasitemia y la 

supervivencia del ratón ante un desafío de una infección letal (Tabla 6). Teniendo en cuenta que 

los genes completos se incorporaron en los vectores de ADN, los epítopes fueron capaces de ser 

presentados por el MHC. En consecuencia, varios de los genes de la prueba (por ejemplo, ASP-2, 

TSA-1, TSSA y TC24) proporcionaron inmunidad protectora en muchos, aunque no todas las cepas 

de ratón. Algunas de las vacunas, también bloquearon o disminuyeron las reacciones inflamatorias 

del músculo esquelético y el corazón, y las necrosis de tejidos en ratones inmunizados (por 
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ejemplo, ASP-2, TSA-1 y TS), características de la enfermedad de Chagas en su etapa crónica 

(Vázquez-Chagoyán, Gupta, & Jain Garg 2011) (Tabla 6) 

Se ha encontrado que no todos los blancos antigénicos son útiles como vacunas de ADN; por 

ejemplo, los genes que codifican FCaBP, TCb3, TC13, mucinas y CCL4/MIP-1b, no proporcionaron 

protección alguna frente a la infección por T. cruzi (Fralish and Tarleton 2003;Garcia et al. 

2008;Katae et al. 2002;Roffe. et al. 2006), aunque es interesante que FCaBP y TCb3 fueron 

reconocidos por los linfocitos citotoxicos en ratones infectados y provocó una respuesta inmune 

mediada por células en ratones cuando se administra como una vacuna de ADN, un hallazgo que 

implica que la mera estimulación de respuesta de células T CD8 por un antígeno no es indicativo 

de su potencial de vacuna. Tc13 despertó una respuesta inmune que se asoció con patología en 

lugar de protección (Garcia, Arnaiz, Esteva, Laucella, Garavaglia, Ibarra, & Ruiz 2008). Por otro 

lado, los genes que mostraron protección en una cepa de ratón no fueron protectores en otras 

cepas de ratones. Los ejemplos incluyen ASP1, ASP2 y tSA1 que fueron probados individualmente 

o en combinación, TSSA (Katae, Miyahira, Takeda, Matsuda, Yagita, Okumura, Takeuchi, 

Kamiyama, Ohwada, & Fukuchi 2002) y antígeno repetitivo citoplásmatico CRA y antígeno 

repetitivo flagelar FRA (Pereira et al. 2005). Todos estos genes proporcionan una mejor protección 

en ratones C57BL/6 que en ratones Balb/c o ratones C3H, un hallazgo que puede implicar que la 

restricción genética del huésped también puede contribuir a la ineficacia de las vacunas 

candidatas. A la inversa, isoformas de ASP-2 y TS, aisladas de cepas de parásitos diferentes, 

contenían epítopes de reacción cruzada. Sin embargo, la vacunación con ASP-2 y TS despierta 

inmunidad protectora únicamente de la cepa específica de T. cruzi después de una infección 

desafío (Claser et al. 2007;Haolla et al. 2009). Estos resultados alertan a la comunidad 

investigadora a ser cautelosos en la selección de genes / proteínas que tienen variantes de cepas y 

que en consecuencia no pueden proporcionar protección frente a diversas cepas clínicamente 

relevantes. 

A la vez que se realizan trabajos en pos de la identificación de antígenos candidatos a vacunas, se 

han probado adyuvantes para mejorar o afectar la respuesta inmune dirigiéndola a la deseada 

respuesta tipo Th1. El uso de adyuvantes para aumentar la inmunidad protectora contra el T. cruzi 

se remonta a 1965 (Menezes 1965), cuando la saponina, un derivado de la corteza de Quillaja 

saponaria, se inyectó en ratones para mejorar la eficacia protectora de inmunógenos. Estudios 

recientes han examinado la utilidad de las citocinas (IL-12), moléculas coestimuladoras (por 
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ejemplo, GM-CSF, CD40, HSP70) y CpG-ODN para aumentar la respuesta Th1 a las vacunas de los 

antígenos seleccionados. GM-CSF fue elegido como un adyuvante genético debido a que es una 

potente citoquina que puede aumentar la capacidad de expresión de antígenos por las células 

presentadoras de antígeno, tales como células dendríticas. Además, facilita inmunidad mediada 

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

activación y proliferación de células T CD8 y dirige la respuesta inmune al tipo Th1 (Pan et al., 

1999). De manera similar, otros adyuvantes fueron elegidos por su capacidad, ya sea para mejorar 

la inmunidad innata, o para sesgar la respuesta inmune al tipo Th1 a través de diferentes 

mecanismos (Singh and O'Hagan 2002). IL-12 y GM-CSF, coadministrado como adyuvantes de 

ADN, mejoró la respuesta de anticuerpos, la actividad de linfocitos T citotoxicos y la secreción de 

IFN-γ en los ratones inmunizados con solo LYT1 o mezclado con antígeno en plásmidos (por 

ejemplo, ASP-2, TSA- 1 y TSA-2) (Tabla 6). El aumento de la amplitud y el nivel de respuestas 

inmunes correlacionadas con una mejor protección contra la infección por T. cruzi, quedan en 

evidencia por el control de la carga parasitaria, tanto en sangre como en tejidos, un aumento de la 

longevidad y reducción de la inflamación tisular.  

Otros estudios realizados mostraban la capacidad para mejorar la inmunogenicidad de la 

Cruzipaina usando adyuvante de Freund o con la administración de IL-12 (más neutralizante anti-

IL-4 de anticuerpos) (Schnapp et al. 2002) y CpG-ODN (Frank et al. 2003) dio respuestas inmunes  

mejoradas y  sesgadas hacia Th1 con anticuerpos específicos IgG2a, la activación de la IL-2 y / o 

IFN-γ produciendo macrófagos y una resistencia sustancial a T. cruzi, resultando en una 

supervivencia mayor al 80% en la infección aguda. Sin embargo, un análisis cuidadoso por 

investigadores también reveló que la inmunización con Cruzipaina generó diversos grados de 

lesión del tejido cardíaco que depende de los tipos de linfocitos T cooperadores y el adyuvante 

utilizado, por lo que es evidente la necesidad de establecer adecuadamente la estrategia que se 

utilizará para la inmunización, así como, el modo de presentación del antígeno y el adyuvante a 

usar. 

Teniendo en cuenta que un aumento en el nivel y la diversidad de las respuestas inmunes 

específicas para T. cruzi podrían mejorar la capacidad protectora de las vacunas, algunos 

investigadores probaron la inmunización con múltiples genes que codifican miembros de las 

familias de TS o mucinas. La capacidad de los genes mixtos para provocar respuestas inmunitarias 

protectoras dependía de (I) la cantidad de un plásmido dado que fuera suficiente para provocar 
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respuestas protectoras y (II) la cantidad total de ADN que puede ser inyectado sin toxicidad 

(Vázquez-Chagoyán, Gupta, & Jain Garg 2011). La inmunización con diversas diluciones de 

miembros de la familia (por ejemplo, TS ASP1, ASP2 y tSA1) con y sin adyuvantes IL-12 y GM-CSF 

(en rango: 1 ng-33 mg cada uno) mostró que el nivel de resistencia a la infección por T. cruzi está 

relacionado con  la cantidad de ADN administrado y mejoró mediante la adición de las citocinas 

como adyuvantes. La dosis más alta de cada antígeno (total 150 mg de ADN) no produjo toxicidad 

(Garg and Tarleton 1998) . No se observó un efecto inhibidor sobre la estimulación de antígenos 

específicos de la respuesta inmune cuando los ratones fueron vacunados con la mezcla de 

plásmidos, lo que indica que múltiples genes con o sin citocinas como adyuvantes se pueden 

utilizar en estrategias de inmunización en desarrollo de inmunogenos para el control de la 

infección por T. cruzi .  

El nivel de protección contra la infección por T. cruzi inducida en ratones inmunizados con una 

mezcla de miembros de la familia TS, no fue significativamente mejor que la inducida en ratones 

inmunizados con los miembros individuales de la familia (Fralish & Tarleton 2003;Garg & Tarleton 

2002) (Tabla 6). Los intentos para mejorar la eficacia protectora de miembros de la familia de TS 

con un enfoque de sensibilización con ADN y un refuerzo de proteína, tampoco fueron exitosos 

(Vasconcelos et al. 2003). No se observó protección en los ratones inmunizados con un grupo de 

genes que codifican miembros de la familia de mucina (Fralish & Tarleton 2003). Los resultados de 

la mejora de la inmunidad protectora eran pequeños o incluso nulos, con un cóctel de vectores 

que codifican diferentes antígenos; esto se atribuye al hecho de que los genes de las familias 

grandes pueden expresar epítopes compartidos que no presentan efectos protectores en ratones.  

Mediante el uso de la base de datos de secuencia de T. cruzi (El-Sayed, Myler, Bartholomeu, 

Nilsson, Aggarwal, Tran, Ghedin, Worthey, Delcher, & Blandin 2005), se tiene el potencial de llevar 

a cabo una evaluación imparcial del genoma de T. cruzi,  para la identificación de genes de interés. 

Sofisticados programas bioinformáticos están diseñados para evaluar las funciones de genes con 

base en las homologías de los genes caracterizados en otros organismos y la presencia de “motifs” 

de focalización, localización celular, expresión y características funcionales del gen. Estos 

programas, por lo tanto, ahorran las laboriosas técnicas experimentales que consumen mucho 

tiempo, permitiendo pasar directamente de la información secuencial a la identificación antigénica 

objetivo y diseño de vacunas. Bhatia et al. (2004) han utilizado herramientas bioinformáticas, 

junto con una estrategia experimental para identificar los genes que codifican las proteínas 

22 
 



ancladas a GPI o proteínas de superficie secretadas por T.cruzi y se han considerado antígenos 

muy buenos candidatos para el desarrollo de vacunas. 

La caracterización molecular y bioquímica de ocho de las secuencias seleccionadas mediante este 

enfoque, identificaron a tres candidatos (TCG1, TcG2, TcG4) que son secuencias que se conservan 

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

etapas de desarrollo del parásito y despiertan inmunidad en varios hospederos. Los candidatos 

seleccionados fueron reconocidos por anticuerpos líticos y células T CD8 en ratones infectados 

(Bhatia & Garg 2008) y por  anticuerpos en perros y en humanos (observaciones no publicadas). 

Este estudio validó la hipótesis de que una base de datos con la secuencia de T. cruzi y una 

apropiada estrategia de búsqueda, sería un recurso eficiente para la identificación de candidatos 

potenciales para la vacuna. 

Desde entonces, se ha examinado la eficacia protectora de TCG1, TcG2 y TcG4 (individualmente o 

en combinación con y sin IL-12 y GM-CSF) como adyuvantes en ratones. Estos datos claramente 

establecen que la administración de los antígenos despierta una buena inmunidad y la protección 

contra la infección por T. cruzi con los candidatos de manera individual (Bhatia & Garg 2008); 

adicionalmente, una estrategia de vacunación que incluye una inmunización primaria con estos 

antígenos, seguida de un refuerzo con los mismos antígenos pero en forma de proteína 

recombinante (TcVac2), demostró obtener una mejor inmunidad protectora en ratones vacunados 

(Gupta & Garg 2010) que la administración de estos antígenos en forma únicamente de ADN 

(TcVac1) (Bhatia & Garg 2008). 

 Nuestro equipo de trabajo se ha encaminado al desarrollo de vacunas génicas (TcVac1) ADN/ADN 

dando como resultado una respuesta inmune preferentemente de tipo Th1 (Aparicio-Burgos, 

Ochoa-García, Zepeda-Escobar, Gupta, Dhiman, Martínez, de Oca-Jiménez, Arreola, Barbabosa-

Pliego, & Vázquez-Chagoyán 2011), lo cual nos plantea la necesidad de promover una respuesta 

tipo Th2 para mejorar la protección conferida por la vacuna de manera más balanceada en perros. 

Esto se consigue con la estimulación de la respuesta inmune de tipo Th2 adicionando proteínas 

recombinantes en el protocolo de vacunación (TcVac2) como lo establecido por Gupta y Garg, en 

el 2010, en otros modelos animales.  
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Algunos de los trabajos antes descritos se presentan en la siguiente tabla para ejemplificar la 

evolución de las vacunas contra T. cruzi a lo largo del tiempo, mostrando algunos de sus alcances y 

el grado de éxito de cada una. 

Antígeno 
Adyuvante 

(si se usó) 

Modelo 

experimental % 

Sobrevivencia  

(dpia) 

Referencia  

cepa Ratón (cepa 

T. cruzi) 

Vacuna de proteína 

GP90 Saponina 
CBA, Marmoset 

(Y) 
60 (100)c (Scott et al. 1985) 

GP82 
Aluminio o 

CpG-ODN 
Balb/c (CL) 

No 

determinado c 

o 20% 

(Eickhoff et al. 2010;Santori et 

al. 1996) 

GP56 
Adyuvante 

de Freund 
Swiss-Webster (Y) 40 (12) (Harth et al. 2006) 

Cruzipainab 
IL-12, CpG-

ODN 

C3H/HeN (RA), 

Balb/c 

(Tulahuen) 

67–80 (60–

100)c 

(Frank, Petray, Cazorla, 

Muñoz, Corral, & Malchiodi 

2003;Laderach et al. 

1996;Schnapp, Eickhoff, 

Sizemore, Curtiss III, & Hoft 

2002) 

PFR1, PFR2b 

Aluminio, 

Freund, IL-

12 

C57BL/6, Balb/c 

(Perú) 

83–100 (30–

60)c 

(Luhrs et al. 2003;Miller et al. 

1996;Wrightsman et al. 

2002;Wrightsman and 

Manning 2000) 

TC52 

Aluminio, 

Bordtella 

pertusis 

Balb/c (Y) 62 (120)c (Ouaissi et al. 2002) 

CRP 
Adyuvante 

de Freund 
Balb/c (Y) 10 (40)c (Sepulveda et al. 2000) 
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ASP2 
Aluminio, 

CpG-ODN 
A/Sn (Y) 53 (60)d (Araújo et al. 2005) 

TS CpG-ODN Balb/c (Tul) 
100 (84), 80 

(48)d 

(Giddings et al. 2010;Hoft, 

Eickhoff, Giddings, 

Vasconcelos, & Rodrigues 

2007) 

TS mutant 

engineered 

Adyuvante 

completo de 

Freund 

Balb/c (Tul) 100 (60)c (Fontanella et al. 2008) 

 

Vacunas de ADN 

CRP  
C3H/HeJ, Balb/c 

(Y) 
100 (40)c (Sepulveda et al. 2000) 

TSA1b 
IL-12 þ GM-

CSF 

BALB/c, 

C3H/HeSnJ, 

C57BL/6 (Brazil) 

60 (140)d 
(Garg and Tarleton 

2002;(Wizel et al. 1998) 

ASP1b 
IL-12 þ GM-

CSF 

C3H/HeSnJ, 

C57BL/6 (Brazil) 
<60 (140)d (Garg and Tarleton 2002) 

ASP2b 
IL-12 þ GM-

CSF 

C3H/HeSnJ, 

C57BL/6 (Brazil) 
80 (140)c,f Garg and Tarleton (2002) 

ASP2  Balb/c (Y) 63 (60)d,f (Vasconcelos et al. 2004) 

ASP9  Balb/c (Y) 100 (60)c (Boscardin et al. 2003) 

ASP-3  A/Sn (Col) 80 (120)c (Silveira et al. 2008) 

TSA1  C57BL/6 (Tul) 60 (60)c (Chou et al. 2008) 

TSb  Balb/c (Y) 100 (50)c,f (COSTA et al. 1998) 

TSSAb 
IL-12, RANK-

L 

BALB/c, C3H/HeJ, 

C57BL/ 6, B6 

(Tulahuen) 

80–100 (40)c 

(Katae, Miyahira, Takeda, 

Matsuda, Yagita, Okumura, 

Takeuchi, Kamiyama, 

Ohwada, & Fukuchi 

2002;Miyahira et al. 2003) 

KMP11 HSP-70 Balb/c (Y) 50 (70)c (Planelles et al. 2001) 
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LYT1 
IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6 (Brazil) 80 (75) (Fralish and Tarleton 2003) 

FCaBP 
IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6 (Brazil) 0 (75) (Fralish and Tarleton 2003) 

TCβ3 
IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6 (Brazil) 0 (75) (Fralish and Tarleton 2003) 

PFR2 or 

PFR3 
HSP70 Balb/c (Y) 100 (35)c,f (Morell et al. 2006) 

TcG1 
IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6/Sylvio  (Bhatia et al. 2004; Bhatia and 

Garg 2008) 

TcG2 
IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6/Sylvio  (Bhatia et al. 2004; Bhatia and 

Garg 2008) 

TcG4 
IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6/Sylvio  (Bhatia et al. 2004; Bhatia and 

Garg 2008) 

TcG1 TcG2 

TcG4 

IL-12 þ GM-

CSF 
C57BL/6/Sylvio  

(Bhatia et al. 2004; Bhatia and 

Garg 2008) 

ASP2 þ TSA1 None A/Sn (Y) 86 (60)c,f (Vasconcelos et al. 2004) 

ASP1  ASP2  

TSA1 

IL-12 þ GM-

CSF 

C3H/HeSnJ, 

C57BL/6 (Brazil) 

 

 

83 (140)c (Garg and Tarleton 2002) 

Miembros de la familia TS C57BL/6 (Brazil) 75 (75) (Fralish and Tarleton 2003) 

Miembros de la familia de 

mucinas 
C57BL/6 (Brazil) 25 (75) (Fralish and Tarleton 2003) 

pELI-TcT-E C3H/HeN (RA) 80 (50)c (Tekiel et al. 2009) 

    

 

Vacunas de virus recombinante 

Ad-

TSSA/MVA-

TSSA 

MVA-RANK-

L 

C57BL/6 

(Tulahuen) 
100 (50)c (Miyahira et al. 2005) 
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rAD-ASP2  Balb/c (Y) 80 (160)c (Machado et al. 2006) 

rAD-TS  Balb/c (Y) 50 (160)d (Machado et al. 2006) 

rSeV-ASP2  C57BL/6 (Tul) 90 (50)d Duan et al. (2009) 

rADASP2 þ 

rAD-TS 

 

 Balb/c (Y) 100 (160)c (Machado et al. 2006) 

 

Vacunas inmuno-terapéuticas de ADN 

TSA1b  
Balb/c (H4), 

modelo agudo 
70 (45)c,f (Dumonteil et al. 2004) 

TSA1  
CD1 (H1), modelo 

crónico 
100 (140)f (Dumonteil et al. 2004) 

TSA1  
ICR (H1) modelo 

agudo 
70 (50)c,f 

(Sanchez-Burgos et al. 2007; 

Zapata-Estrella et al. 2006) 

Tc24b  
Balb/c, ICR (H1) 

modelo agudo 
100 (50)c,f (Sánchez-Burgos et al. 2007) 

TS  
ICR (H1) modelo 

agudo 
50 (50)c (Sánchez-Burgos et al. 2007) 

Tc52  
ICR (H1) modelo 

agudo 
75 (50)c (Sánchez-Burgos et al. 2007) 

ASP9   50 (50)c (Sánchez-Burgos et al. 2007) 

TSA1 + Tc24  
C57BL/6, Balb/c, 

ICR (H1) 
80 (180)c (Limon-Flores et al. 2010) 

SA85-1.1  C57BL/6 (CL) 
Dosis sub-letal 

(90)d,f 
(Duthie et al. 2007) 

Tabla 6. “Evolución de las vacunas contra la enfermedad de Chagas” 
a  Animales en experimentación fueron observados por n días post-infección. 
b  Estos antígenos mostraron varios grados de protección en diferentes cepas de ratón (los datos mostrados son de los animales que 
exhibieron mejor protección). 
c–e Una vez los animales fueron desafiados con la infección mostraron niveles de parasitemia muy bajos (-10%) moderados (_50%) o 
similares a las detectadas en animales no inmunizados/infectados (los datos mostrados son de los animales que exhibieron mejor 
protección). 
f  La inmunización con este antígeno fue efectivo en disminuir la severidad de la enfermedad crónica, evaluado por análisis 
histopatológicos y biopsias de tejido cardíaco. 
Tomado de (Vázquez-Chagoyán, Gupta, & Jain Garg 2011)  
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6. HIPÓTESIS 

La inmunización con la candidata a vacuna, ADN/Proteína recombinante (TcVac2), será más 

eficiente para montar una respuesta inmune capaz de defender al organismo contra una infección 

experimental con una cepa patógena de T. cruzi (Sylvio X 10/4) que TcVac1 en un modelo canino. 
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7. OBJETIVOS 

7.1. Objetivo general 

Evaluar la protección que induce una vacuna candidata que incluye la inmunización con, 

ADN/Proteína recombinante (TcVac2), contra la infección experimental con T. cruzi causante de la 

enfermedad de Chagas en un modelo canino. 

7.2. Objetivos específicos 

Evaluar posibles cambios en perros inmunizados y desafiados en:  

Parasitemia (microscopia óptica y xenodiagnóstico), 

Respuesta inmune celular y humoral, 

Estudios electrocardiográficos, 

Hallazgos patológicos e histopatológicos, 

Signología clínica, 

 Comparar la vacuna TcVac1 con TcVac2. 
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8. JUSTIFICACIÓN 

Si bien en el área de la inmunización en contra de la enfermedad de Chagas se cuenta con avances 

importantes y alentadores, en la actualidad se carece de una vacuna que sea efectiva para 

prevenir los daños provocados por este padecimiento; por otro lado, el costo que puede llegar a 

alcanzar el tratamiento de esta enfermedad es muy elevado, el Banco Mundial considera a esta 

patología como la cuarta causa de pérdida económica por la morbilidad que ocasiona, sólo 

superada por las enfermedades agudas, las diarreicas y el VIH/SIDA. Por lo anterior se hace 

imperativo encontrar una vacuna que bloquee la enfermedad. 

El grupo de investigación ha trabajado en la búsqueda de una vacuna que sirva como alternativa 

en la profilaxis de la Enfermedad de Chagas con la elaboración del protocolo denominado como 

TcVac1, el cual plantea una inmunización con plásmidos que contienen genes que codifican para 

las proteínas TcG1, TcG2 y TcG4 con la adición de un adyuvante comprendido por plásmidos que 

codifican para IL 12 y GM-CSF y reforzando la inmunización con la misma vacuna, esto con 

resultados que sugieren que se montó preferentemente una respuesta inmune de tipo Th1, lo que 

nos plantea la necesidad de estimular una respuesta que incluya de manera equilibrada la 

respuesta inmune de tipo Th2.  

La estrategia de vacunación consistirá en aplicar una vacuna génica a base de plásmidos que 

expresan los antígenos TcG1, TcG2 y TcG4, utilizando como adyuvantes plásmidos de expresión de 

las citocinas IL 12 y GM-CSF, seguido de una vacuna de refuerzo a base de proteína recombinante 

de las mismos antígenos. La primo-inmunización tendrá por objetivo estimular la respuesta 

inmune tipo Th1 y la vacuna de refuerzo estimular la respuesta tipo Th2 y así producir una 

respuesta inmunológicamente balanceada que permita eliminar una infección experimental. 
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9. MATERIAL Y MÉTODOS 

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

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

perteneciente a la Universidad Autónoma del Estado de México, el cual se encuentra situado a una 

altura de 2660 msnm, entre las coordenadas 19°, 24´ latitud norte y 99°, 40´de longitud oeste del 

meridiano de Greenwich. El CIESA se localiza en el kilómetro 12.5 de la carretera Panamericana en 

su tramo Toluca–Atlacomulco. 

El estudio consta de la evaluación una de la capacidad protectora de una vacuna TcVac2 y se 

comparó con un control positivo (No inmunizado-Desafiado), un control negativo (No inmunizado-

No desafiado) y con la vacuna TcVac1 (Aparicio-Burgos, Ochoa-García, Zepeda-Escobar, Gupta, 

Dhiman, Martínez, de Oca-Jiménez, Arreola, Barbabosa-Pliego, & Vázquez-Chagoyán 2011);  

9.1. Animales 

Veintiún perros criollos jóvenes (menores a un año de edad), once machos y diez hembras, 

divididos de la siguiente manera: seis perros elegidos aleatoriamente integrados en un grupo 

experimental (TcVac2), seis perros elegidos aleatoriamente integrados en un grupo experimental 

(TcVac1), seis perros elegidos aleatoriamente conformaron un grupo control positivo, y por último, 

tres perros elegidos aleatoriamente en un grupo control negativo (no vacunado y no desafiado).  

Estos perros fueron incluidos al experimento una que vez se determinaron libres de anticuerpos 

específicos para Trypanosoma cruzi evaluados por las técnicas de haemoaglutinación indirecta 

(HAI), ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) y examen de gota gruesa. Antes del 

inicio del experimento, los animales fueron sometidos a un período de adaptación a las 

instalaciones y al manejo, además de un entrenamiento para toma de muestra sanguínea y 

estudios electrocardiográficos y ecocardiográficos. En cuanto al estado de salud, fueron evaluados 

mediante monitoreo de constantes fisiológicas y seguimiento del comportamiento normal de cada 

individuo, utilizando las técnicas conducentes de un examen físico general; de manera profiláctica, 

cada individuo fue desparasitado contra parásitos intestinales, vacunados contra enfermedades 

infecciosas propias de la región (parvovirus canino, distemper canino, adenovirus canino tipo II, 

leptospira spp., bordetella bronquiseptica, coronavirus y rabia) y tratados con productos para 

control de pulgas. 
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Todos los animales fueron provistos de agua a libre acceso y alimentados de manera individual, 

con una dieta de alimento comercial de acuerdo a los requerimientos de su talla y estado 

fisiológico, dividida en dos raciones. Los puntos anteriores, fueron seguidos tomando en cuenta lo 

establecido por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) referente a las especificaciones 

técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. 

9.2. Parásitos y células 

Los tripomastigotes de la cepa Silvio X 10/4 de T. cruzi, para el desafío, fueron mantenidos y 

propagados en pases continuos en monocapas de células NIH 3T3, en medio de cultivo DMEM 

con 10% de suero fetal bovino (HyClone, USA) a un pH de 6.8, a 37°C, 5% CO2 y en una 

atmósfera saturada de humedad.  

9.3. Inmunización y desafíos 

La vacunación propuesta como TcVac2 se diseñó con base en un  protocolo que involucró una 

primera inmunización, incluyendo una dosis de antígeno compuesto por plásmidos integrados en 

un vector de expresión para células de mamífero: para los antígenos TcG1, TcG2 y TcG4 

(pCDNA3.TcG1, pCDNA3.TcG2 y pCDNA3.TcG4) (Gupta & Garg 2010) y plásmidos de expresión 

para interleucina 12 (IL-12) (pcDNA3.1.IL-12), así como, factor estimulante de colonias de 

granulocitos y monocitos (GM-CSF) (pCMV1.GM-CSF) (Saldarriaga et al., 2006)   200 µg de cada 

uno por perro (Nash et al., 1991), repetida nuevamente transcurridas dos semanas; pasadas otras 

dos semanas, se aplicaba un refuerzo constituido por proteína recombinante TcG1, TcG2, TcG4 

incluyendo 50μg de saponina como adyuvante, finalmente dos semanas después se repetía la 

dosis de proteína recombinante, para cada uno de los sujetos del grupo experimental, mientras 

que el grupo control positivo se inmunizó con vectores vacíos. Cada una de las vacunas, se  aplicó 

en una suspensión que contenía todos los antígenos y los adyuvantes en un mililitro, del cual, el 

90% fue inyectado de forma intramuscular y el restante 10% por vía intradérmica. 
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Figura 5. Planeación del experimento 

 

Con los plásmidos recombinantes se transformaron células competentes E. coli DH5-α, que se 

cultivaron en caldo LB (Luria Bertani) con 100 mg / ml de ampicilina y purificados mediante 

intercambio aniónico de cromatografía usando un de kit Maxi preps de Qiagen (Qiagen, 

Chatsworth, CA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante; mientras que la interleucina 12 y 

el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos, fueron donados por el Dr. Peter 

Melby. 

El desafío se realizó dos semanas después de la última inmunización con la inoculación 

intraperitoneal de una dosis de 3.5 X 103 por kilogramo de peso corporal de tripomastigotes de 

Trypanosoma cruzi de la cepa Sylvio X10/4 producidos y mantenidos mediante consecución de 

pases en línea celular de células NHI 3T3 (fibroblastos de embrión de ratón). 

Una vez desafiados los animales fueron monitoreados diariamente para verificar su estado de 

salud y a intervalos de dos semanas se realizaron estudios electrocardiográficos y ecocardigráficos 

para seguir la evolución de la enfermedad.  
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9.4. Toma de muestras 

Aunado a lo descrito anteriormente, previo a cada inmunización, se colectaron muestras de sangre 

y a intervalos de dos semanas después del desafío para realizar una evaluación serológica, en 

busca de niveles de anticuerpos a través de las pruebas de ELISA y HAI. 

 Además, se colectaron muestras de sangre para la cuantificación de parásitos mediante la técnica 

de gota fresca, iniciando el día cinco post-infección, y cada tercer día (Brener, 1962), continuando 

así hasta el día cincuenta, posterior a éste, la toma de muestra se realizó cada dos semanas hasta 

el final del experimento (fase crónica). 

9.4.1. Serología  

Se obtuvieron 5 mL de sangre por punción de la vena cefálica en tubos vaccutainer y cada muestra 

fue clasificada con un número de identificación y registrada. El suero fue separado de la sangre 

permitiendo que la muestra coagulara, o bien, mediante centrifugación a 2500 rpm durante 15 

minutos. Se prepararon alícuotas de 500 μL de suero en tubos Eppendorff de 1.0 mL rotulados con 

su número de identificación y almacenados en congelación (-20 º C) hasta su uso.  

9.4.1.1. Determinación de anticuerpo por el método ELISA  

Las muestras de suero obtenidas se analizaron por el método de ELISA (Barbabosa et al., 2009). 

Brevemente, los sueros fueron analizados con anticuerpos anti-T. cruzi por la prueba de HAI 

(Polychaco, Laboratorio-Lemos SRL, Buenos Aires, Argentina) y ELISA (Laboratorio-Lemos SRL, 

Buenos Aires, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. La peroxidasa de suero/caballo 

(HRP)-lavada con anti-IgG humano en el kit de ELISA fue reemplazada con anticuerpos anti-dog-

IgG. El punto de corte para HAI fue una dilución de 1:8 y para ELISA se utilizó el valor de OD 450 

nm promedio de 30 sueros negativos ± 2 desviaciones estándar. Las placas fueron cubiertas con 

lisado de T. cruzi, bloqueado con 5% leche sin grasa, después se aplico el suero de perro sobre la 

proteína de la placa lavando el exceso de anticuerpos contenidos en el suero y luego aplicando los 

anticuerpos de conejo anti perro (todos los anticuerpos fueron de Bethyl Labs). La lectura se hizo 

en un equipo para microplacas SpectraMax microplate.  
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9.4.2. Evaluación clínica y electrocardiograma  

Las evaluaciones electrocardiografías fueron tomadas a 25 mm / s y 1 mV / cm por 1 minuto, cada 

dos semanas antes del desafío y después de éste, con el Burdick Stylus, EK-8, USA.  

9.4.3. Parasitemia  

La parasitemia se determinó cada tercer día a partir del quinto día post infección según Brener 

1962, hasta que se hicieron negativos. De cada perro se colectaron 5 μl de sangre, se colocaron en 

un portaobjetos con cubreobjetos (18 mm x 18 mm) y se observó en un microscopio óptico a 

400X.  

9.4.4.  Xenodiagnóstico  

Se utilizaron seis ninfas de Triatoma longipennis/perro, y fueron alimentadas al día treinta post 

infección y evaluadas al día sesenta post alimentación (Basso et al. 2007). 

9.5. Estudios de necropsia e histopatológicos  

Se realizaron necropsias a los animales que murieron a causa de la infección o que fueron 

sacrificados humanitariamente, según la Norma Oficial Mexicana (NOM-033-ZOO-1995), para 

observar los cambios macroscópicos y microscópicos en los órganos afectados. Los tejidos fueron 

fijados con formalina al 10 % por 24 horas, deshidratados en etanol e incluidos en parafina. Se 

realizaron cortes de 5 μm de espesor, teñidos con hematoxilina y eosina, y se evaluaron con un 

microscopio óptico. 
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10. RESULTADOS 

10.1. ELISA 

 Las muestras fueron colectas antes de cada inmunización y post- infección, para ver el 
desarrollo de la respuesta de anticuerpos inducida por cada una de las vacunas administradas 
por la técnica de ELISA. Se evaluaron los cambios en las inmunoglobulinas desde la toma basal 
(Previo a cualquier tratamiento) hasta el día 60 post- desafío (Ya sea que muriera a causa de la 
infección o por eutanasia. Todos los perros fueron seronegativos antes de la aplicación de la 
vacuna. No se presentaron cambios significativos durante el periodo vacunal en ninguno de 
los grupos, sin embargo, después del desafío se puede apreciar tendencias a favor en los 
grupos vacunados, a pesar de que no existe diferencia significativas (Gráfica 1A y 2A). No se 
detectaron niveles de la inmunoglobulina M (IgM) durante el periodo vacunal. En el periodo 
post- desafío se observa cambios discretos el todos los grupos, sin diferencia significativas 
(Gráfica 1B). En el grupo Control negativo no se detectaron anticuerpos durante todo el 
experimento. 

Por otro lado, los títulos de anticuerpos IgG se incrementaron considerablemente después de 
la inmunización, esto se conservaron también durante el periodo post- infección, no se 
observaron diferencia significativas entre grupos (Gráfica 2B). 

 

Gráfica 1. Niveles de IgM antes (A) y después del desafío (B) 

 

Gráfica 2. Niveles de IgG antes (A) y después del desafío (B) 
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10.2. Electrocardiogramas  

Antes de incluir a cualquier animal en el experimento se verifico su actividad cardiaca mediante el 
uso del electrocardiograma para asegurar que ninguno de los perros tuviera algún tipo de 
alteración; al inicio de las inmunizaciones, durante y al final de estas se tomaron pruebas 
electrocardiográficas a todos los individuos y se les asignó una calificación subjetiva mediante una 
escala de 0 a 10 (donde 0=normal – 10 = la anormalidad más severa). Después del desafío, los 
perros vacunado/desafiados y los perros no vacunados/desafiados no mostraron alteraciones 
electrocardiográficas al día 30, excepto por dos perros que murieron al día 36 y 42 post infección y 
presentaron una calificación de 7 y 8 respectivamente. El promedio de los grupos después del día 
60 para el grupo control negativo fue 0, para el grupo control positivo de 6, para el grupo TcVac1 
de 4.3 y finalmente para el grupo TcVac2 fue de 4 (Tabla 7). Las alteraciones encontradas también 
se describen para cada uno de los perros en  la Tabla siguiente. 

 

 
Control positivo TcVac1 TcVac2 

Evaluación Diagnóstico Evaluación Diagnóstico Evaluación Diagnóstico 

Perro 1 9 Miocarditis 7 Dilatación 
ventricular 7 Dilatación 

ventricular 

Perro 2 9 Miocarditis 0 Normal 7 
Dilatation 
ventricular 
izquierda 

Perro 3 9 Pericarditis 8 
Problemas de 
repolarización 

ventricular 
0 Normal 

Perro 4 1 normal 2 Normal 4 
Dilatación 
ventricular 

ligera 

Perro 5 0 normal 0 Normal 4 Problemas de 
repolarización 

Perro 6 8 
Necrosis, 

lesión 
coronaria 

9 Pericarditis 2 
Problemas de 
repolarización 

ligeros 

Promedio de grupo 6  4.3  4  

Tabla 7. “Evaluación electrocardiográfica por grupos (calificación final y diagnóstico)” 

Adicionalmente a los dos perros que murieron, el grupo TcVac1 tiene un perro más con un 
problema cardíaco crítico el día 60, y los animales restantes tenían corazones 
electrocardiográficamente normales. Del grupo de TcVac2 dos perros fueron clasificados como 
estado crítico y de los animales restantes 2 fueron sólo ligeramente afectado y dos eran 
prácticamente normal. Del grupo de control cuatro perros se encontraban en estado crítico y los 
dos restantes fueron electrocardiográficamente normales.  
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La siguiente gráfica muestra los niveles alcanzados en promedio entre los grupos control positivo, 
TcVac1 y TcVac2 evidenciando el grado de daño electrocardiográficamente. 

 

Gráfica 3. “Comportamiento de los promedios electrográficos por grupos de perros” 

10.3. Parasitemia 

La medición de parasitemia mostró que en todos los perros infectados se pudo detectar 
cuando menos un parasito, los grupos control positivo y TcVac1 mostraron parasitemias 
relativamente altas y más prolongadas (22 y 20 días respectivamente) en comparación a las 
presentadas por el grupo TcVac2 en donde el pico de parasitemia fue más bajo y los días de 
parasitemia fueron solamente 10 (Gráfica 4). 

 
Gráfica 4. Medición de los promedios de las parasitemias de los grupos 

4 

6 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Grupo 

Promedio TcVac2 

Promedio TcVac1 

Promedio Control 

4.3 

38 
 



10.4. Xenodiagnóstico 

En el xenodiagnóstico la proporción de insectos alimentados al día 60 post-alimentación, se 
encontró un porcentaje de Triatoma longipennis positivas en el grupo control positivo de 
88:46 % (23/26) y grupo TcVac1 52.63 % (10/19) y en el grupo TcVac2 de 82.76% (24/29) 
respectivamente (Gráfica 5). El número entre paréntesis refleja el número de triatominos 
infectados del total de triatominos alimentados y que sobrevivieron hasta el día del análisis. 

 

Gráfica 5. Porcentaje de triatominos infectados vivos/infectados 

10.5. Hallazgos anatomopatológicos e histopatológicos  

10.5.1.        Anatomopatológico 

La mortalidad durante el curso del experimento fue más elevada en el grupo TcVac1 (2/6) 
mientras que los otros dos grupos no presentaron muertes prematuras, como era de esperarse los 
animales del grupo control negativo no mostraron alteraciones cardiacas de ningún tipo. 
Asignamos un valor subjetivo a los hallazgos a la necropsia en una escala de 0 a 10 (donde 
0=normal – 10 = la anormalidad más severa) tomando en cuenta los aspectos generales del 
corazón al ser analizado. 

Los animales con mayores afectaciones en fase aguda fueron los del grupo control positivo (4.25) 
seguido de los grupos TcVac1 y TcVac2 con 3.5 y 3.33 respectivamente, en su fase cónica (365 post 
infección) todos los perros tenían un corazón en forma ronda aunque los valores en términos 
generales se comportaron así; el grupo control fue el pero con 3.5, seguido del grupo TcVac2 y 
finalmente el TcVac1 con 2.41 y 2.08 respectivamente. De manera global el grupo control positivo 
presento la más alta calificación (más daño) seguida de TcVac2y de TcVac1 respectivamente. 
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39 
 



Análisis anatomopatológico 
 Control positivo TcVac1 TcVac2 

Perro 1 4.75 2.25 2.5 
Perro 2 2.75 2 4 
Perro 3 2.5 2 3.5 
Perro 4 5.25 2.75 2.5 
Perro 5 3.75 5.75 1.75 
Perro 6 4.25 1.25 3 

Promedio de grupo 3.87 2.66 2.87 
Promedio fase aguda 4.25 3.5 3.33 

Promedio fase crónica 3.5 2.08 2.41 
Tabla 8. “Calificación final del análisis anatomopatológico (se evaluaron aspectos generales de la condición del corazón)” 

 

Figura 6. “Aspectos anatomopatológicos de corazones observados en la necropsia” 
En la figura se muestra los corazones de perros a) control-, b) control+ c) TcVac1 y c) TcVac2 en 
fase aguda. La flecha negra indica dilatación del ventrículo derecho y también se puede observa la 
forma del corazón redonda, en c) la flecha también indica manchas blanquecinas. e) control-, f) 
control+ g) TcVac1 y h) TcVac2 en fase crónica. Las flechas negras indican hemorragias, en g son 
más evidentes aunque más localizadas, mientras que en f las hemorragias están más diseminadas, 
finalmente en h además muestra una pequeña distención en ventrículo derecho. 
 

10.5.2. Histopatológico 

En los estudios histopatológicos del grupo control positivo se observó la presencia en el epicardio 

infiltración mononuclear moderada con distribución multifocal y zonal, con presencia de pequeñas 

áreas de hemorragia. En el miocardio se apreció fuerte infiltración multifocal y zonal de células 

mononucleares, donde prevalecen los macrófagos y linfocitos. También se encontraron múltiples 

focos de necrosis coagulativa acompañados de infiltración de células mononucleares y en algunos 
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casos hay pocos focos de necrosis con infiltrado de polimorfonucleares (neutrófilos). En 

endocardio se aprecia endocarditis mural multifocal, las células que infiltran son 

fundamentalmente células mononucleares. El grado de infiltración mononuclear, es de ligera a 

moderada en el ventrículo izquierdo, moderada en el septo interventricular y de moderada a 

severa en el ventrículo derecho. Fundamentalmente en el ventrículo derecho se apreció 

plegamiento de moderado a severo en fibras miocárdicas. El corazón de los perros tratados con 

TcVac1 y TcVac2, mostraron en epicardio infiltración mononuclear moderada con distribución 

multifocal y zonal, con presencia de áreas de hemorragia. En el miocardio se apreció severa 

infiltración multifocal y zonal de células mononucleares, donde prevalecen los macrófagos y 

linfocitos. Se observaron mayor número de focos de necrosis con infiltrado de polimorfonucleares 

(neutrófilos) y presencia de abundantes detritus celulares. En endocardio se aprecia endocarditis 

multifocal, las células que infiltran son fundamentalmente células mononucleares. El grado de 

infiltración mononuclear es moderado en el ventrículo izquierdo y en el septo, y de moderada a 

severa en el ventrículo derecho. En el ventrículo derecho se apreció plegamiento leve a moderado 

de fibras miocárdicas.  

 

Figura 7. “Hallazgos histopatológicos en fase aguda” 
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Corte transversal en las tres diferentes cámaras del corazón; a) ventrículo izquierdo Control-, a1) 
Septo ventricular control-, a2) ventrículo derecho control-; b) ventrículo izquierdo Control+, b1) 
Septo ventricular control+, b2) ventrículo derecho Control+; c) ventrículo izquierdo de TcVac1, c1) 
Septo ventricular de TcVac1, c2) ventrículo derecho de TcVac1; d) ventrículo izquierdo de TcVac2, 
d1) Septo ventricular de TcVac2, d2) ventrículo derecho de TcVac2 . Teñidas con H&E, secciones de 
5 µm de diámetro. Las flechas  muestran los nidos, necrosis o infiltración,  fase aguda. 

Después de un año pos- infección en el corazón de los perros control+ seguían observando en 
epicardio infiltración mononuclear moderada con distribución multizonal. En el miocardio se 
apreció una moderada infiltración multifocal y zonal de células mononucleares, donde prevalecen 
los macrófagos y linfocitos. También hay presencia de pocos focos de necrosis activa 
acompañados de infiltración de células mononucleares. El grado de infiltración mononuclear, es 
de leve a moderada en el ventrículo izquierdo, leve a moderada en el septo interventricular y de 
moderada en el ventrículo derecho. Fundamentalmente en el ventrículo derecho se apreció 
plegamiento leve de fibras miocárdicas. En endocardio se aprecia endocarditis multifocal, las 
células que infiltran son fundamentalmente células mononucleares. 

Por otro lado, en ambos tratamientos TcVac1 y TcVac2, presentaron en epicardio infiltración 
mononuclear leve con distribución multifocal. En el miocardio se apreció leve infiltración 
multifocal y zonal de células mononucleares, donde prevalecen los macrófagos y linfocitos, 
además se encontraron células plasmáticas. Se observaron menor número de focos de necrosis 
activa con infiltrado de polimorfonucleares neutrófilos y presencia de detritus celulares. En 
endocardio se aprecia endocarditis multifocal, las células que infiltran son fundamentalmente 
células mononucleares. El grado de infiltración mononuclear es leve a moderada en el ventrículo 
izquierdo, leve en el septo y en el ventrículo derecho.  
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Figura 8. “Hallazgos histopatológicos en fase crónica 

Corte transversal en las tres diferentes cámaras del corazón; a) ventrículo izquierdo Control-, a1) 
Septo ventricular control-, a2) ventrículo derecho control-; b) ventrículo izquierdo Control+, b1) 
Septo ventricular control+, b2) ventrículo derecho Control+; c) ventrículo izquierdo de TcVac1, c1) 
Septo ventricular de TcVac1, c2) ventrículo derecho de TcVac1;d) ventrículo izquierdo de TcVac2, 
d1) Septo ventricular de TcVac2, d2) ventrículo derecho de TcVac2. Teñidas con H&E, secciones de 
5 µm de diámetro. Las flechas blancas muestran la necrosis/infiltración de células mononucleares, 
fase crónica. 
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11. ARTÍCULO ENVIADO 
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12. DISCUSIÓN 

Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la enfermedad de Chagas, es endémico para 
Latinoamérica y zonas de la región sur de Estados Unidos. Datos oficiales estimas que hay 10 
millones de personas infectadas y 25 millones estarían en riesgo de contraer la enfermedad. El 
tratamiento y la prevención de esta enfermedad han sido muy difíciles, debido por un lado a que 
los fármacos utilizados para tratar la enfermedad no son ni del todo seguros ni del todo eficaces, 
no hay vacuna efectiva existente al momento y tampoco pesticidas que jueguen un rol importante 
en el control del vector; No ha sido completamente erradicado el vector de áreas endémicas y 
existen reportes de re-emergencia de triatominos en áreas que se encontraban ya en control 
(World Organitation Health 2012). La prevalencia de la enfermedad de Chagas es alta en 
poblaciones empobrecidas, donde los perros son uno de los más importantes reservorios dentro 
del ciclo domestico en la infección humana. Los perros son naturalmente infectados debido por un 
lado a que los triatominos se alimentan de ellos y por otro lado a que ellos consumen triatominos 
potencialmente infectados y de esa manera mantienen activo al parasito (Gurtler et al. 2007). Está 
bien documentada la reducción en la prevalencia de perros minimiza el riesgo de la infección 
humana(Gurtler et al. 1997). Además es importante la búsqueda de métodos adicionales para 
prevenir la infección y bloquear la transmisión parasitaria, las vacunas pueden ser una 
herramienta importante para completar esta meta, adicionalmente en el presente estudio se 
probaron candidatos vacunales en modelo canino para encontrar si es posible prevenir la infección 
activa en perros experimentalmente desafiados con el parasito y de ser así es posible bloquear la 
transmisión vectorial. 

Durante las últimas décadas ha habido grandes esfuerzos en el desarrollo de vacunas para 
prevenir la infección de T. cruzi (Bhatia, Wen, Zacks, & Garg 2009;Bhatia & Garg 2008;Cazorla, 
Frank, & Malchiodi 2009;Donnelly, Wahren, & Liu 2005;Dumonteil 2009;Garg & Bhatia 2005), 
aunque los resultados son prometedores no existen al momento vacunas comercialmente 
disponibles ya que no se ha podido inducir una respuesta inmune con la inocuidad necesaria. 
Nuestro grupo de investigación ha clonado en vectores de expresión un conjunto de genes de 
importancia clínica presentes de manera conservada en los diferentes formas celulares infectantes 
en hospedero mamífero (tripomastigote y amastigote) de T. cruzi (TcG1, TcG2, TcG4) los cuales 
han sido probados como candidatos a vacuna  primeramente como proteínas recombinantes y 
después como vacunas de ADN. Los antígenos TcG1, TcG2 y TcG4 han estimulado respuestas 
inmunes con niveles significativos de anticuerpos líticos anti-T. cruzi en ratones. La respuesta 
dominante de anticuerpos fue IgG2b/IgG1 la cual fue mantenida después de la infección (desafío) 
y fue asociada con el control de la carga parasitaria en tejido durante la fase aguda en 50 a 90% y 
niveles casi indetectables de parásitos en tejidos durante la fase crónica determinado por la 
prueba de PCR en tiempo real con el gen 18s rRNA especifico para T. cruzi (Bhatia, Sinha, Luxon, & 
Garg 2004;Bhatia & Garg 2008). El siguiente paso fue probar la vacuna de ADN (TcVac1) 
constituida de plásmidos que codifican antígenos (pCDNA3.TcG1, pCDNA3.TcG2 y pCDNA3.TcG4) y 
IL-12-y-GMCSF, como se describe en el estudio anterior (Bhatia & Garg 2008). En ese estudio se 
informó que TcVac1 provoca respuestas para parásitos y antígenos específicos de IgM e IgG 
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(IgG2.IgG1). Tras la infección de prueba, perros vacunados TcVac1, en comparación con los no 
vacunados (perros controles), respondió a T. cruzi con una rápida expansión de la respuesta de 
anticuerpos, moderadamente mayor producción linfocitos T CD8 + y la proliferación de  IFN-γ y la 
supresión de la actividad de los fagocitos evidenciada por disminución de mieloperoxidasa y los 
niveles de nitrito. Posteriormente, los perros vacunados pudieron controlar la parasitemia aguda 
en el día 37 pi (44 dpi en perros no vacunados) y mostraron una disminución moderada en la 
infectividad de triatominos. Los perros inmunizados con TcVac1 no controlaron la carga parasitaria 
de miocardio y las alteraciones cardíacas, tanto electrocardiográficas como  histopatológicas que 
son el sello distintivo de la enfermedad de Chagas aguda. Durante la fase crónica, los perros 
vacunados TcVac1 mostraron una disminución moderada en alteraciones cardíacas determinadas 
por electrocardiograma y análisis anatomo e histopatológico mientras que los perros 
crónicamente infectados y no vacunados mostraron graves alteraciones ECG (Aparicio-Burgos, 
Ochoa-García, Zepeda-Escobar, Gupta, Dhiman, Martínez, de Oca-Jiménez, Arreola, Barbabosa-
Pliego, & Vázquez-Chagoyán 2011). Sin embargo, TcVac1 no era capaz de producir inmunidad 
inocua, y por lo tanto estudios adicionales se consideraron necesarios. TcVac1 fue diseñado como 
vacuna DNA-prime/DNA-boost. El sistema de entrega de ADN, que se utiliza en ese estudio, se 
sabe que produce un bajo nivel de expresión de antígeno. Varios investigadores han informado de 
que la inyección de vacunas de ADN en el músculo induce baja respuesta inmune en grandes 
animales y en los seres humanos, incluso con 1000 veces las dosis más altas do lo que se han 
reportado que funciona en roedores (Endmann et al. 2010).  

Otros sistemas de administración de vacunas de ADN, tales como gene gun (pistola biolística) 
(Sakai et al. 2008;Weinberg et al. 2003), adenovirus o vectores de virus vaccinia (Miyahira et al. 
2005b), cepas atenuadas de microorganismos, tales como Salmonella (Cazorla, Becker, Frank, 
Ebensen, Sartori, Corral, Malchiodi, & Guzmán 2008) han demostrado resultados prometedores en 
la obtención de antígeno expresión. Además, enfoques de ADN heterólogo como sensibilización y 
proteína recombinante como refuerzo han mostrado ser más eficaz en la obtención de una 
respuesta más fuerte y con una inmunidad a largo plazo contra patógenos intracelulares. Las 
vacunas de ADN provoca una respuesta agresiva de linfocitos T que es capaz de sensibilizar a 
linfocitos B de memoria a antígenos específicos al cual puede ser reforzado por una proteína 
recombinante con el fin de mejorar la respuesta inmunitaria protectora (Gilbert et al. 2006;Moore 
and Hill 2004;Pal et al. 2006;Scheerlinck et al. 2001;Sepulveda, Hontebeyrie, Liegeard, Mascilli, & 
Norris 2000). Por lo tanto, los siguientes estudios de nuestro grupo de investigación se centraron 
en este sistema y realizó un protocolo con este enfoque en un modelo de ratones. TcVac2 
plásmidos de expresión de (pCDNA3.TcG1, pCDNA3.TcG2 y pCDNA3.TcG4 y 12-IL – 
GMCSF/proteínas recombinantes TCG1, TcG2 y TcG4 más saponina como adyuvante) indujo una 
fuerte respuesta de anticuerpos antígeno específica (IgG2b/IgG1) y un nivel moderado de 
proliferación de linfocitos. Tras la infección de prueba, ratones vacunados TcVac2 ampliaron los 
anticuerpos IgG2b/IgG1 y provocaron una sustancial respuesta de linfocitos T CD8+  asociadas a 
citocinas tipo 1 (IFN-γ y TNF-α-) que dieron como resultado el control de la carga parasitaria 
aguda. Durante la fase crónica, la respuesta de anticuerpos persistieron, disminuyo la activación 
esplénica de células T CD8 + y citocinas IFN-γ / TNF-α, mientras que las citocinas IL-4/IL-10 se 
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convirtieron en dominante en ratones vacunados. Parásitos en tejidos, inflamación y fibrosis en 
corazón y músculo esquelético de ratones vacunados con TcVac2 en fases crónicas eran 
indetectables por técnicas histológicas. En comparación, los ratones inyectados sólo con el vector 
o citocinas respondieron anta la infección por T. cruzi produciendo una respuesta mixta de 
anticuerpos (tipo 1/tipo 2) y exhibieron una carga parasitaria persistente e inmunopatología en el 
miocardio (Gupta & Garg 2010).  

En el presente trabajo se estudió TcVac2 como estrategia de vacuna en un modelo canino. Se 
encontró que TcVac2 indujo un nivel bajo de anticuerpos de IgG en el periodo de inmunización y 
que después de la infección por inoculación del parásito este inmunoglobulina aumentó 
rápidamente, pero no era diferente de los grupos de control (TcVac1 y control positivo). Sin 
embargo, los datos muestran una reducción en el periodo de la parasitemia, así como una 
reducción significativa de la carga de parásitos en la sangre y en el corazón, además de una 
reducción en el daño al tejido cardíaco en animales inmunizados con TcVac2 e infectados. El tipo 
de respuesta inmunitaria provocada pueden explicar estos resultados. Los isotipos de anticuerpos 
IgG se ha informado que afectan el nivel de protección inducida por el sistema inmune durante la 
infección por T. cruzi en perros. Guedes et al. (2008) informaron que en perros infectados 
experimentalmente, los animales que presentaron cardiomegalia mostraron niveles más bajos o 
ausentes de IgG1 durante la fase crónica de la infección en contraste con aquellos que no 
mostraron un aumento en el tamaño del corazón. En modelo ratón, Dumonteil et al., (2004) 
informaron que después de la vacunación con una vacuna terapéutica de ADN, la reorientación y / 
o potenciación de la respuesta inmune de una respuesta no protectora Th2 a una respuesta 
protectora Th1 podría ser responsable de una mejora de la supervivencia de los animales 
infectados experimentalmente y Gupta y Garg (2010) informaron que la relación IgG2b/IgG1 > 1 
(Th1 respuesta de tipo), cuando se prueba la vacuna TcVac2 en ratones, se asoció con el control de 
la carga parasitaria y el nivel de daño en el tejido cardiaco durante la fase aguda de la infección en 
ratones. Gupta y Garg también encontraron que los animales control tuvieron una respuesta 
inmune Th1/Th2 más equilibrada que como resultado no protegió a los ratones. Sin embargo, es 
necesario considerar que la respuesta Th1 también pueden ser perjudicial si es persistente, ya 
Soares et al. (2001) encontraron en modelo murino que los animales knockout IL-4 tenía una 
fuerte respuesta inmune sesgada a Th1 que dio como resultado el control de carga parasitaria en 
la infección aguda de T. cruzi, pero indujo una inflamación exacerba en sus corazones. Con nuestro 
equipo de investigación mostramos que TcVac1 (ADN sensibilización / DNA refuerzo) en  perros 
inmunizados e infectados tenían un infiltrado mononuclear exacerbado, que probablemente se 
asocie a un extremadamente sesgada respuesta inmune tipo Th1. 

De acuerdo con la menor parasitemia observada y menor carga de parásitos del corazón en 
animales inmunizados con TcVac2 en comparación con animales del grupo control, se observó que 
los corazones de los animales inmunizados con TcVac2 tenían menos problemas de conductividad 
eléctrica de corazón y menos daño asociado infección del tejido cardiaco. Otros estudios han 
encontrado resultados similares. Rodríguez-Morales et al., (2012) reportaron que la inmunización 
con plásmidos PbCSP evitaron un aumento frecuencia cardíaca en ambas etapas de la infección y 
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evitaron graves alteraciones de la conducción eléctrica del corazón, como infarto de miocardio, el 
bloqueo atrio-ventricular de segundo grado o el bloqueo completo de rama izquierda.  

 

  

83 
 



13. CONCLUSIONES  

Llegamos a la conclusión de que la vacunación con en perros con TcVac2 (sensibilización de ADN y 
refuerzo de proteína recombinante) e  infectados experimentalmente con T. cruzi induce un nivel 
moderado de protección, ya que esta vacuna es capaz de reducir la parasitemia y la carga 
parasitaria en el tejido cardiaco, así como reducir el dañado en el tejido cardiaco evaluado a través 
de electrocardiografía y estudios post mortem. Los estudios adicionales deben llevarse a cabo con 
el fin de determinar con mayor precisión el tipo de respuesta inmune provocada en los perros por 
la TcVac2 inmunización protocolo. 
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15. ANEXOS 

 

 
 

Anexo 1. Mapa del plásmido pcDNA3.TcG-1, en donde se clono en el sitio de restricción Bam 

HI/Xba I, el gen TcG-1 de 499 bp y con número de acceso del GenBank AY727914. Diseñado on 

el programa DNAMAN versión 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 pcDNA3. TcG-1 5982bp 

CVM TcG-1 Ampicilina Col E1 Neomicina SV40 SV40BamHI XbaI BsmI NruI 81  
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Anexo 2. Mapa del plásmido pcDNA3.TcG-2, donde se clono en el sitio de restricción Hind 

III/Xba I, el gen TcG-2 de 662 bp y con número de acceso del GenBank AY727915. Diseñado 

con el programa DNAMAN versión 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 p cDNA3 .TcG-2 6309 

bp CMV TcG- 2 SV40 Neomicina Ampicilina Col E1 SV40 NruI HindI II XbaI Bgl I I BsmI 82 
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      Anexo 3. Mapa del plásmido pcDNA3.TcG-4, donde se clono en el sitio de restricción Bam 

HI/Xba I, el gen TcG-4 de 276 bp y con número de acceso del GenBank AY727917. Diseñado 

con el programa DNAMAN versión 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 pcDNA3. TcG-4 6046bp 

ColE1 SV40 Ampicilina Neomicina CMV TcG-4 BamHI XbaI NruI Bgl I I BsmI 83  
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Anexo 4. Mapa del plásmido pcDNA3.IL-12, donde se clono en el sitio de restricción Kpn I/

Xho I, los genes fusionados la subunidad p40 de 1015 bp (N° de acceso GenBank U49100) 

y la subunidad p35 de 665 pb (N° de acceso GenBank U49085). Diseñado con el 

programa DNAMAN versión 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 pcDNA3. IL- 12 7130bp 

CMV SV40 Fusión IL12p40-p35 SV40 Neomicina Col E1 Kanamicina NruI KpnI XhoI BgI I I BsmI 

SmaI 85 
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Anexo 5. Mapa del plásmido pCMV1.GM-CSF, donde se clono en el sitio de restricción Bam 

HI/Pst I, el gen GM-CSF de 850 bp y con número de acceso del GenBank S49738.1. Diseñado 

con el programa DNAMAN versión 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 p CMV1 .GM-CSF 5150 

bp CM V GM -CS FSV 40 p A f1 o ri P b la P S V4 0 Kanamicina TK p Ap UC o ri Ba mHI Pst I Eco 

RV 
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