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I. RESUMEN 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis Americana es causada por el 

protozoario intracelular Trypanosoma cruzi (T. cruzi) el cual es transmitido por 

insectos hematófagos de la subfamilia Triatominae.1 Una alternativa para el 

tratamiento de la enfermedad es el desarrollo de una vacuna contra la infección 

por T cruzi.  

Una combinación de 10 péptidos identificados a través del análisis in sílico del 

proteoma de T. cruzi demostró un efecto terapéutico en ratones BALB/c. Sin 

embargo, estos péptidos presentaron diferente potencial para inducir la 

producción de INF-γ por células de bazo de ratones infectados, lo que sugiere 

que participan de manera diferente en la activación de la respuesta inmune 

durante la infección. 

Para determinar si los péptidos con menor inmunogenicidad son requeridos en 

la formulación de 10 péptidos que ha demostrado un efecto terapéutico en 

ratones BALB/c, se formularon 4 combinaciones de 10, 7, 5 y 3 péptidos con 

base en los niveles de INF-γ inducidos por cada péptido. Ratones infectados 

fueron inmunizados 2 veces, con intervalo de una semana. Se evaluó la 

parasitemia, la sobrevivencia y en el día 50 post-infección, los ratones fueron 

sacrificados para evaluación del daño cardíaco y la respuesta inmune inducida 

por la inmunización con los péptidos. 

La eliminación de los péptidos menos inmunogénicos de las formulaciones 

terapéuticas provocó un incremento de las células inflamatorias, los nidos de 

amastigotes y la carga parasitaria en el tejido cardíaco en los ratones infectados 

y tratados. Además, se demostró que a mayor número de péptidos contenidos 

en la formulación el efecto terapéutico tiende a ser mayor. Esto confirma que 

aun los péptidos con menor inmunogenicidad son necesarios en la formulación 

de péptidos para lograr un efecto terapéutico en ratones BALB/c.  
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II. INTRODUCCIÓN 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis Americana es causada por el 

protozoario intracelular T. cruzi, el cual es transmitido por insectos hematófagos 

de la subfamilia Triatominae. En la actualidad no existe una terapia eficaz para 

el control de esta enfermedad.1 Por lo cual, una alternativa para el tratamiento 

de la enfermedad es el desarrollo de una vacuna contra la infección por T cruzi. 

A través del análisis in sílico del proteoma de T. cruzi, se identificaron péptidos 

con el potencial de unión al MHC (del inglés, Major Histocompatibility Complex) 

clase I que demostraron ser excelentes candidatos para el desarrollo de una 

vacuna terapéutica contra este parásito en ratones BALB/c. En su validación in 

vitro a través de la estimulación con cada uno de los péptidos a las células de 

bazo de ratones BALB/c infectados, éstos presentaron diferente potencial para 

inducir la producción de INF-γ (interferón-gamma),2 lo que sugiere que 

participan de manera diferente en la activación de la respuesta inmune durante 

la infección. 

Debido a que la inmunogenicidad es un importante factor que determina si el 

complejo péptido-MHC puede ser reconocido por la clona de linfocito T 

específica para activar una respuesta inmune especifica.3 Por lo tanto, los 

péptidos con baja inmunogenicidad podrían desarrollar una interferencia en la 

activación de la respuesta inmune.4 

Por lo cual, en el presente trabajo se determinó si los péptidos con menor 

inmunogenicidad son requeridos en la formulación de una vacuna terapéutica 

compuesta de 10 péptidos que ha demostrado un efecto protector en ratones 

BALB/c infectados con T. cruzi.  
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III. ANTECEDENTES 

3.1 Enfermedad de Chagas  

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis Americana fue descrita en 1909 

por el médico Brasileño Carlos Chagas, es causada por el parásito protozoario 

intracelular Trypanosoma cruzi. Este parásito es transmitido a los mamíferos 

principalmente por insectos hematófagos de la subfamilia Triatominae, que sólo 

existen en el continente americano.1  

Según las últimas estimaciones realizadas por la OMS (Organización Mundial 

de la Salud), basadas en datos del 2010, casi 6 millones de personas están 

infectadas por T. cruzi en los 21 países de América Latina, de los cuales dos 

terceras partes son países pertenecientes al Cono Sur. Los países con más 

casos estimados en valores absolutos serían Argentina, Brasil y México, 

seguido de Bolivia. De manera global, el 13% de toda la población 

latinoamericana está en condiciones de riesgo de adquirir la enfermedad de 

Chagas.5  

En México, en el periodo comprendido de 2000 a 2014 se han registrado poco 

más de 7 000 casos, los estados con mayor incidencia fueron Veracruz, 

Morelos, Oaxaca, Yucatán, Chiapas, Guerrero y Jalisco.6 El estado de Yucatán 

es considerada como área endémica y se han reportado tasas de 

seroprevalencia de 3.7% en la población general.7, 8 

  



4 

3.2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 

La enfermedad de Chagas se puede transmitir al ser humano por mecanismos 

vectoriales y no vectoriales como las transfusiones de sangre o trasplantes de 

órganos y debido a la transmisión del parásito de la madre al hijo (forma 

congénita). En ocasiones, puede ser contraída por la ingestión de alimentos 

contaminados y mediante accidentes en los laboratorios que trabajan con 

parásitos vivos.9 10 

La principal manera de transmisión de la enfermedad es por la vía vectorial. 

Esta inicia cuando el triatomino infectado, se alimenta de la sangre del 

mamífero y libera en sus heces tripomastigotes metacíclicos cerca del sitio de la 

picadura. Debido a la rascadura del área de la picadura, los tripomastigotes 

contenidos en las heces son inoculados en el hospedero a través de la herida 

ocasionada por la picadura del insecto. Dentro del hospedero, los 

tripomastigotes metacíclicos invaden las células cercanas al lugar de la 

infección, donde se diferencian a amastigotes. Estos se multiplican por fisión 

binaria y después de sucesivas divisiones ocupan el citoplasma celular, se 

diferencian y se liberan a la circulación sanguínea como tripomastigotes 

sanguíneos (BFT, del inglés Blood-Form Trypomastigotes) (Figura 1) para 

infectar otras células del hospedero.11 

Otro triatomino ingiere los BFT durante su alimentación con la sangre del 

hospedero infectado. Una vez ingeridos, la mayoría de los tripomastigotes se 

lisan en el estómago del insecto. Por lo tanto, el tripomastigote para sobrevivir 

se diferencia en su forma epimastigote y migra al intestino medio donde 

prolifera. En la región posterior del intestino y el recto, el epimastigote se 

desprende de la superficie intestinal y se diferencia en tripomastigote 

metacíclico (forma infecciosa para los mamíferos, incluyendo el humano) que 

luego se liberan junto con las heces al momento de su alimentación         

(Figura 1).12, 13 
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Figura 1. Ciclo de transmisión vectorial. Se presentan las diferentes etapas de desarrollo 

de Trypanosoma cruzi involucradas en el insecto y en el mamífero hospedero.
 14

 

 

3.3 Patología de la enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas tiene dos fases: 

En el humano, la fase aguda usualmente es subclínica debido a que la carga de 

parásitos es bastante baja y tiene una duración entre 2-3 semanas, 

ocasionalmente hasta 4 meses. Aproximadamente, el 75% de los individuos 
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infectados presentan signos y/o síntomas relacionados con la forma de 

infección con del parásito, como el signo de Romaña o el chagoma.15 La muerte 

ocurre (<5–10% de casos sintomáticos) como resultado de una severa 

miocarditis y/o meningoencefalitis. El curso clínico en la mayoría de los casos 

es hacia una aparente recuperación espontánea, aun si la infección no es 

tratada con medicamentos tripanocidas.9 En esta fase, la respuesta inmune 

inducida por la infección en el humano y el modelo murino (BALB/c), no es 

capaz de eliminar las células infectadas con los amastigotes, lo que conlleva a 

la progresión de la enfermedad a la fase crónica. 

En la fase crónica se observan dos formas de la enfermedad: una forma 

indeterminada (también llamada forma asintomática) y una forma sintomática.7  

La forma indeterminada se caracteriza por la ausencia de síntomas clínicos y de 

alteraciones ante un examen de tórax, esófago, colon y electrocardiograma. Los 

pacientes se caracterizan por la presencia de anticuerpos contra Trypanosoma 

cruzi, como evidencia de la activación del sistema inmune por la infección. 

También, tiene una duración de entre 10 a 30 años, esto dependerá de la 

susceptibilidad del hospedero (condiciones de salud y nutrición), la virulencia de 

la cepa y la respuesta inmune desarrollada por el hospedero para el control de 

las células infectadas. Estas condiciones probablemente determinan por qué 

algunos individuos sufren una lesión orgánica (30-40%), mientras otros 

individuos permanecen asintomáticos y nunca desarrollan manifestaciones 

clínicas relacionadas con la enfermedad de Chagas.16 

Para la forma crónica sintomática se observan cambios patológicos evidentes 

en aproximadamente el 30-40% de los pacientes, esta puede ocurrir 30 años 

después de la infección inicial.17  
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En general, la forma cardíaca es la manifestación más grave y frecuente de la 

enfermedad de Chagas. Se caracteriza por la presencia de anormalidades del 

sistema circulatorio, bradiarritmia, taquiarritmia, aneurismas apicales, 

insuficiencia cardíaca, tromboembolismo lo que conlleva a una repentina muerte 

del paciente. Otras manifestaciones están relacionadas a la forma digestiva, la 

cual presenta disfunciones gastrointestinales, principalmente mega-esófago, 

mega-colon, o ambas.17 

 

3.4 Tratamiento para la enfermedad de Chagas. 

Para el tratamiento de la infección por T. cruzi existen dos compuestos 

nitroheterocíclicos, el nifurtimox (NFX) y el benznidazol (BNZ).18 En México, 

estos medicamentos no pertenecen a la lista de medicamentos básicos 

esenciales del sector salud, lo que hace que sea difícil para las personas 

infectadas y diagnosticadas de recibir la terapia necesaria en el tiempo 

adecuado.19  

El BZN es relativamente eficaz para la infección en la fase aguda, la infección 

congénita, la reactivación de la infección y en la fase crónica temprana. Sin 

embargo, su eficacia durante la fase crónica es controversial. Tanto para BNZ 

como para NFX su eficacia disminuye conforme a la evolución clínica de la 

enfermedad y el resultado del tratamiento depende de comenzar la terapia tan 

pronto como el diagnóstico se realice.20 

Otro medicamento alternativo para el tratamiento de la enfermedad de Chagas 

es el alopurinol, estudios han demostrado que este carece de efectividad en la 

fase aguda,21 y en los pacientes en fase crónica tiene un efecto similar al BNZ y 

NFX, pero con menos efectos secundarios.22  
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Por otra parte, el itraconazol es un fármaco que inhibe la síntesis del ergosterol 

en el parásito.23 Este ha demostrado ser efectivo en modelos animales en fase 

aguda de la infección, pero ineficaz en la fase crónica.24 Estudios en humanos 

en fase crónica han demostrado una actividad curativa significante. Sin 

embargo, se ha encontrado que su eficacia depende del genotipo de T cruzi 

implicado en la infección del paciente, donde los genotipos DTU (DTU, del 

inglés Discrete Typing Unit) IIb (TcI), DTU IId (TcV), DTU IIe (TcVI) son 

susceptibles, pero TcI (el más frecuente en México) es resistente al 

itraconazol.25 

Aunque existe tratamiento farmacológico para la enfermedad, este posee 

muchas complicaciones debido a su toxicidad y efectos adversos, posee largos 

períodos de tratamiento, costo elevado y su eficacia depende de la fase de la 

enfermedad en la que son administrados. Por lo tanto, una alternativa 

prometedora para el control de la infección en los pacientes, así como en la 

población en riesgo es el desarrollo de una vacuna contra la infección por        

T. cruzi.26 

 

3.5 Respuesta inmune durante la fase aguda de la infección por 

Trypanosoma cruzi. 

Durante la infección de T. cruzi, las células de la respuesta inmune innata 

desempeñan un papel temprano para la eliminación del parásito y evitar su 

dispersión en los tejidos del hospedero durante la fase aguda de la infección.27 

El control de la fase aguda comienza por la activación de las células de la 

respuesta innata, como linfocitos asesinos naturales (NK, del inglés Natural 

Killer), neutrófilos y macrófagos.  
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Los NK son importantes productores de INF-γ y del factor de necrosis tumoral-

alfa (TNF-α, del inglés Tumor Necrosis Factor-α), los cuales permiten la 

activación de la respuesta inmune responsable del control de la parasitemia en 

modelos animales.27 También, la producción de IL-12 principalmente por los 

macrófagos, estimula la síntesis de INF-γ por los linfocitos T y linfocitos NK, lo 

que contribuye en el control de la fase aguda.28  

 

3.5.1 Procesamiento y presentación antigénica. 

Después de la infección con T. cruzi, los macrófagos y/o células dendríticas 

migran al sitio de infección donde fagocitan a los parásitos o bien estas células 

pueden ser infectadas por el parásito. Estas células realizan la función de una 

células presentadoras de antígeno (CPA), por lo cual internalizan, procesan y 

presentan los antígenos de T. cruzi a otras células inmunes para iniciar la 

respuesta inmune, este proceso es conocido como procesamiento y 

presentación antigénica. Este proceso inmune es importante porque permite la 

selección de los péptidos con la capacidad de unión al MHC para inducir una 

respuesta inmune mediante la activación de los linfocitos T péptido-específicos 

que permite el control de la infección.29 

La CPA puede procesar y presentar el antígeno a través del MHC a los 

linfocitos T, mediante dos vías: 

- La vía mediante el MHC clase I que activa a los linfocitos T CD8+ citotóxicos 

(CTL, del inglés Cytotoxic T Lymphocyte ), 

 

- La vía del MHC clase II que estimula los linfocitos T CD4+ colaboradores (Th, 

del inglés Cell T helper ).30 

Para el procesamiento y presentación del antígeno en el contexto del MHC 

clase I, los péptidos que se unen al MHC clase I se producen cuando las 
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proteínas endógenas son procesadas en el proteosoma de la CPA, los péptidos 

generados de la proteólisis son llamados epítopes (el epítope es un péptido 

derivado de una proteína antigénica del patógeno, el cual, se une a la molécula 

del MHC), luego son traslocados dentro del retículo endoplasmático (RE) 

mediante el trasportador asociado con el procesamiento antigénico (TAP, del 

inglés Transporter associated with Antigen Processing). La unión de la molécula 

de MHC clase I con el péptido es facilitado por la TAP, la molécula de MHC 

clase I se une a péptidos de 8-15 aminoácidos a través de interacciones con los 

residuos de anclaje del extremo N- y C- terminal del péptido, mientras que la 

región central es más flexible. El complejo del péptido unido a la molécula MHC 

clase I es transportado al aparato de Golgi para finalmente ser presentado en la 

membrana plasmática (Figura 2a).31 

El complejo péptido-MHC clase I es reconocido por los linfocitos T CD8+ a 

través del receptor de linfocito (TCR, por sus siglas en ingles T-cell receptors) lo 

que provoca la proliferación y activación de los linfocitos T. Con la activación 

estos linfocitos se movilizan hacia el sitio de la infección para la eliminación de 

las células infectadas (como las células infectadas por Trypanosoma cruzi) 

mediante el reconocimiento de su célula blanco la cual expresa en su superficie 

el péptido especifico asociado al MHC clase I.32  

La presentación antigénica mediante el MHC clase II, inicia con la captación del 

el antígeno por las CPA, luego este es degradado en el endosoma por la 

actividad proteolítica lo que genera péptidos que se unirán al MHC clase II. En 

el RE la molécula de MHC clase II es sintetizada y transportada hacia el 

endosoma donde se asocia al péptido. El complejo péptido-MHC clase II son 

expresados en la membrana plasmática para ser reconocido por los linfocitos 

CD4+ (Figura 2b).31 
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Figura 2. Vías por las que los péptidos se presentan en la superficie de las células 

presentadoras de antígeno para la unión de células T. (a) La vía del MHC clase I y. (b) la 

vía del MHC clase II. 
33

 

 



12 

3.5.2 Respuesta inmune humoral. 

Después del procesamiento y presentación del antígeno, los macrófagos y 

células dendríticas continúan con la producción de citocinas, las cuales 

permiten la activación de la respuesta inmune mediada por los linfocitos T, así 

como de linfocitos B para control de la parasitemia en modelos animales.27 

Los linfocitos B se diferencian a células plasmáticas productoras de anticuerpos 

específicos en contra de las proteínas antigénicas, los cuales permiten la 

activación de mecanismos para la eliminación del parásito. Las células 

plasmáticas secretan principalmente anticuerpo IgG1, sin embargo, estos 

favorecen al control de la infección pero no eliminan al parásito. Por lo cual, 

ante la presencia de INF-γ, las células plasmáticas cambian la producción del 

subtipo de IgG hacia anticuerpos IgG2a. Esta clase de IgG posee el potencial 

de provocar la eliminación del parásito a través de la opsonización de células 

infectadas o parásitos, las cuales son fagocitadas por macrófagos o neutrófilos.  

 

3.5.3 Respuesta inmune celular. 

El INF-γ junto con la IL-12 (producidos principalmente durante la presentación 

antigénica por los macrófagos o células dendríticas) favorecen la diferenciación 

de los linfocitos T CD4+ en linfocitos tipo Th1 que se caracterizan por la 

producción principalmente de INF-γ.28 El INF-γ desempeña un papel crucial en 

el control de la infección por Trypanosoma cruzi experimental en modelos 

murinos. Esto fue demostrado mediante el empleo de animales donde se 

inactivaron (KO, del inglés Knockout) los genes del INF-γ y del receptor de   

INF-γ, éstos presentaron altos niveles de parasitemia, mortalidad e infiltrados 

celulares en el tejido cardíaco.34 También, el INF-γ induce en los macrófagos la 

expresión de óxido nítrico sintasa (iNOS, del inglés inducible Nitric Oxide 

Synthase), lo que permite la destrucción de los parásitos que son fagocitados o 

que infectan estas células.27 
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Los linfocitos Th1 son importantes para el control de la infección por su 

capacidad de provocar que las células plasmáticas produzcan anticuerpos 

(IgG2a) que activan el complemento para provocar la lisis de las células 

infectadas. Además, contribuyen con diferentes citocinas para potenciar los 

mecanismo efectores de los linfocitos T citotóxicos. A diferencia los linfocitos 

Th2 se caracterizan por la producción de interleucina-4 (IL-4), no contribuyen 

con el control de la infección lo que favorece la progresión de la enfermedad 

debido a la persistencia del parásito en el hospedero.35 

Linfocitos T citotóxicos son importante para el control de la infección, debido a 

que éstos eliminan a las células infectadas por el parásito, mediante sus 

mecanismos efectores como la producción de perforinas, granzimas B y a 

través de la vía del ligando Fas/Fas..36  

La importancia de los linfocitos T CD8+ para el control de la infección se 

demostró en un modelo experimental con ratones KO de linfocitos CD8+, estos 

animales presentaron parasitemias elevadas que condujeron a mayores tasas 

de mortalidad.37 También, Laucella et al.38 demostraron que la frecuencia de 

linfocitos T CD8+ productores de INF-γ específicos a los péptidos de 

Trypanosoma cruzi, se correlaciona con la severidad de la infección, siendo 

significativamente menores en pacientes con la enfermedad severa en 

comparación con pacientes asintomáticos.38 Esto sugiere que la activación de 

linfocitos T CD8+ productores de INF-γ es crítica para el control y la 

sobrevivencia del hospedero.  
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3.6 Vacunas contra Trypanosoma cruzi 

La infección posee una fase aguda limitada que ocurre desapercibida en los 

pacientes, debido al desarrollo de una respuesta inmune capaz de controlarla. 

Sin embargo, la repuesta inmune falla en la erradicación total del parásito y el 

paciente permanece infectado por el resto de su vida lo que conlleva al 

desarrollo de la fase crónica de la enfermedad. Debido a la ausencia de 

tratamiento en la fase crónica, el desarrollo de una vacuna terapéutica 

constituye una alternativa prometedora para el control de la infección. 

Durante muchos años, diferentes estrategias de vacunación han sido 

desarrolladas; desde el empleo de parásitos inactivados o fracciones sub-

celulares, vacunas de parásitos atenuados, las cuales resultaron ser eficaces 

en el control de una infección aguda. Sin embargo, no son lo suficientemente 

capaces en activar una respuesta inmune para el control de la infección en la 

fase crónica.39 

También, han sido propuestos proteínas recombinantes como antígenos 

candidatos, entre ellos se pueden citar a la proteína cruzipaína (Cz), las 

glicoproteínas (gp) gp-90, gp-82, gp-56, la familia de las transialidasas (Ts), 

proteína Tc24, proteínas de superficie de amastigotes (ASP, del inglés 

Amastigote Surface Protein), proteínas flagelares, proteínas de la superficie de 

tripomastigotes-1 (TSA-1, del inglés Trypomastigote Surface Antigen), mucinas 

asociadas a proteínas de superficie (MASPs, del inglés mucin-associated 

surface proteins), entre otros. Estas vacunas resultaron ser eficaces para el 

establecimiento de una respuesta humoral contra el parásito, la cual no es 

capaz de eliminar las células infectadas lo que permite la progresión de la 

enfermedad debido a la persistencia del parásito en el paciente.40, 41 Sin 

embargo, se están realizando estrategias de inmunización con estas proteínas 

recombinantes en combinación de adyuvantes que permitan modular la 

respuesta inmune que mejore el efecto de estas vacunas. 
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Por otra parte, las vacunas de ADN han demostrado inducir una respuesta 

inmune protectora tipo Th1 asociada con diferentes niveles de citoquinas (IL-2, 

IL-12; TNF-α, INF-γ) y de actividad citotóxica por los linfocitos CD8+, la 

respuesta inmune correlaciona con el grado de control de la infección en 

modelos murinos. Estos antígenos candidatos incluyen proteínas de la familia 

Trans-sialidasas, antígeno pequeño de superficie de tripomastigotes (TSSA, del 

inglés Trypomastigote Small Surface Antigen), proteína de membrana del 

cinetoplástido-11 (KMP, del inglés Kinetoplastid Membrane Protein), proteína 

reguladora del complemento (CRP, del inglés Complement Regulatory Protein), 

proteína del bastón flagelar (PFR del inglés Paraflagellar Rod Protein), Cz,  

TSA-1, Tc-24, Ts-1 y otros.40-42 

Estas últimas estrategias de vacunación han demostrado la inducción de una 

protección parcial, pero ninguna ha conferido una protección total frente a una 

infección por Trypanosoma cruzi. Esto se debe al fallo en la eliminación de las 

células infectas lo que provoca la persistencia del parásito en el hospedero y el 

desarrollo de la fase crónica de la enfermedad.  

 

3.7 Vacunas compuestas de péptidos  

En 1974, Zinkernagel et al.43 descubrieron que los linfocitos T CD8+ reconocen 

péptidos restringidos a las moléculas del MHC clase I, los cuales correspondían 

a secuencias lineales de aminoácidos generados por la degradación proteolítica 

de las proteínas antigénicas y presentadas en contexto de la molécula de MHC 

clase I.43 Esto demostraba que aún una sola proteína contenía varios péptidos 

antigénicos, pero que no todos eran necesarios para la inducción de una 

respuesta inmune protectora. De este modo, se crea el interés por las vacunas 

compuestas de péptidos capaces de activar una respuesta inmune protectora 

frente a un patógeno infeccioso. Los estudios de Falk et al.44 determinaron que 

estos péptidos con afinidad al MHC clase I presentaban aminoácidos 
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específicos que permitían la unión del péptido a la hendidura del MHC clase I.44 

Estas investigaciones han establecido las bases que permitieron la 

identificación de péptidos con la capacidad de inducir una respuesta inmune 

mediada por los linfocitos T CD8+. 

Las vacunas compuestas de péptidos se caracterizan por inducir una respuesta 

inmune mediante la unión del péptido al MHC clase I en las CPA, este complejo 

es reconocido por una clona de linfocitos T CD8+, la cual se activa y por medio 

de sus mecanismos efectores permite la eliminación del patógeno intracelular. 

Por lo tanto, la unión del péptido al MHC es un paso esencial para inducir una 

respuesta inmune, pero aún no está claramente establecido como ocurre este 

proceso.45 Sin embargo, se han propuesto diferentes mecanismos de como 

ocurre la unión del péptido al MHC de las CPA.46 

Uno de los probables mecanismos establece que las  células CPA presentan en 

su superficie péptidos de baja afinidad unidos al MHC, los cuales podrían ser 

desplazados por lo péptidos inmunogénicos utilizados como antígenos debido a 

que poseen una mayor afinidad al MHC. (Figura 3a)46 Otros establecen que la 

captación de los péptidos es un paso importante en su unión al MHC, aunque 

este paso no está claramente descrito, probablemente es captado por CPA 

mediante la macropinocitosis de los péptidos del medio extracelular (Figura 

3b).46 El péptido podría escapar del endosoma hacia el citoplasma debido a sus 

características químicas (Figura 3d) 47. En el citoplasma de la CPA, el péptido 

podría intersectar el MHC clase I cuando es transportado hacia la membrana 

plasmática a través del transporte vesicular (Figura 3c) o ser procesados por el 

proteosoma y luego ser transportados al RE (Figura 3e). También los péptidos 

podrían ser transportados directamente al RE por las TAP (Figura 3f). En el RE 

los péptidos se unen al MHC clase I (Figura 3g) y son transportados a la 

superficie para activar a los linfocitos T CD8 específico al péptido (Figura 3h).45 
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Figura 3. Captación y presentación de los péptidos con afinidad al MHC clase I utilizados 

como una estrategia de vacunación. 
45 

 

El uso de péptidos como antígenos para vacunas ha demostrado que el uso de 

un solo péptido no es suficiente para establecer una respuesta inmune capaz 

de controlar la infección.48 Por lo cual, la combinación de diferentes péptidos 

derivados del patógeno permitirían la formación de múltiples complejos péptido-

MHC que induciría una respuesta inmune compuesta por diferentes clonas de 

linfocitos T que permitan el control de la infección.49 Por otra parte, las vacunas 

de péptidos poseen ventajas como el no presentar el riesgo de reversión de la 

virulencia del patógeno como en las vacunas de parásitos vivos o atenuados, 

tiene un proceso fácil de elaboración y conservación. Además, pueden ser 

diseñadas para incluir péptidos de diferentes proteínas antigénicas.45  
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Sin embargo, su principal desventaja es que el complejo péptido-MHC active 

clonas de linfocitos T en ausencia de moléculas coestimuladoras y citocinas 

inflamatorias lo que induciría una tolerancia inmunológica hacia los péptidos.50 

Para evitar esto, las vacunas compuestas de péptidos son administradas en 

combinación de adyuvantes con la capacidad de activar a CPA de manera 

eficaz y para establecer un proceso de inflamación que permita la activación de 

una respuesta inmune capaz de controlar la infección. 

En el caso de la infección por Trypanosoma cruzi, el empleo de adyuvantes que 

permitan la activación de las CPA que favorezcan una respuesta inmune tipo 

Th1.
51 Los adyuvantes como los ligandos de los receptores tipo Toll (TLR, por 

sus siglas en inglés Toll Like Receptor) han demostrado su capacidad de inducir 

este tipo de una respuesta inmune.52 En particular, el Monofosforil Lípido A 

(MLA) es un agonista del TLR-4 que estimula la producción de citocinas tipo 

Th1 (IL-2 e INF-γ),53 Este adyuvante posee la capacidad de inducir en las CPA 

un aumento en su superficie de moléculas coestimuladoras como CD80+ y 

CD86+, lo que contribuye a una mejor presentación del antígeno a los linfocitos 

T CD8+ para la inducción de una respuesta inmune eficaz y protectora.54 Otros 

estudios, han demostrado que el MLA mejora la eficacia de vacunas utilizadas 

para la infección por Trypanosoma cruzi en ratones.2, 55
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3.8 Desarrollo de una vacuna terapéutica formulada con péptidos 

inmunogénicos derivados de Trypanosoma cruzi. 

Diversos estudios, han demostrado la capacidad de inducir una respuesta 

inmune específica contra T. cruzi con la inmunización de péptidos 

inmunogénicos en ratones que provoca un efecto terapéutico.56-59 Por lo cual, la 

identificación de péptidos inmunogénicos constituye una estrategia prometedora 

para el desarrollo de una vacuna para la enfermedad de Chagas.  

Recientemente, Teh-Poot et al.2 identificaron 10 péptidos inmunogénicos a 

partir del el análisis in sílico del proteoma de Trypanosoma cruzi a través de 

programas inmunoinformáticos basado en la predicción de péptidos con unión 

al MHC clase I.2 Las predicciones de péptidos con unión al MHC clase I se 

realizaron para los alelos H-2Kd y H-2Dd de los ratones BALB/c, debido a que 

estos constituyen un modelo murino para la evaluación de candidatos a vacuna. 

En el primer paso del análisis, los resultados del análisis del proteoma en los 

programas RankPep y NetMHC, permitió la selección de 58 péptidos para el 

alelo H-2Dd y 92 para H-2Kd. Previamente se eliminaron los péptidos presentes 

en proteínas de las familias TS, MASP y mucinas.2 

En el siguiente paso del análisis, los resultados de los péptidos con los 

programas inmunoinformáticos (SYFPEITHI, BIMAS-HLA, ProPred-I, MAPPP, 

ComPred, SVMHC, Predep IEBD y BLAST) permitió la selección de 14 péptidos 

para el alelo H-2Dd y 12 para H-2Kd (Cuadro 1), los cuales no poseen similitud 

con proteínas de ratón o humano, pero si presentan similitud con proteínas de 

otros cinetoplástidos. Los péptidos P8, P16 y P23 tienen similitud, con proteínas 

de Trypanosoma brucei brucei, T. brucei gambiense y T. congolense. Los 

péptidos P14, P25, P17 tienen similitud con proteínas de Leismania donovani, 

L. mexicana, L. infantum, L. major y L. braziliensis. Esto sugiere que los 

péptidos tienen el potencial para inducir una inmunidad cruzada en contra de 

otros cinetoplástidos.2  
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Cuadro 1. Péptidos inmunogénicos derivados de Trypanosoma cruzi.2 

ID Péptido  Pos
a
 Secuencia ID

b
 

Tc00. 
Proteína Similitud

d
  

P6 FGPDRSVVF 123 1047053511885.10 P.H.
c
 conservada 

(pseudogen) 
 

P8 SGPTRIVVGF 1254 1047053504131.140 P.H.
c
 conservada  

P14 GGPERIAVTL 580 1047053511367.170 Proteína de clasificación 
vacuolar–35 

 

P15 KYLTVENAL 158 1047053507681.200 Serina carboxi 
peptidasa S28, putativa 

 

P16 SYIERITGL 111 1047053506469.100 P.H.
c
 conservada  

P17 SYVTIPTSI 14 1047053444777.10 Proteína de resistencia 
a medicamentos, 
putativa 

 

P23* RYLAVVTNI 210 
 
210 

1047053507519.190 
 

1047053508479.10 

Proteína quinasa, 
putativa 
Proteína quinasa, 
putativa 

 

P24* 
 

IYLPLQSAL 243 
41 
118 
189 
189 
254 
254 

1047053508799.280 
1047053508801.10 
1047053509431.10 
1047053509713.10 
1047053509713.20 
1047053510069.20 

1047053508799.270 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

 

P25* SYIGLGSAI 159 
23 
94 
159 
148 
159 

1047053508799.290 
1047053509431.10 
1047053509713.10 
1047053510069.20 

1047053508799.280 
1047053508799.270 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada  

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

 

P26* 
 

SYGCICSSL 31 
31 
31 

1047053508799.290 
1047053508799.270 

1047053510069.20 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

P.H.
c
 conservada 

 

a. Posición del primer aminoácido del péptido en la proteína  

b. Número de identificación del gen que corresponde el péptido predicho. 

c. P.H. = proteína hipotética Las proteínas hipotéticas no poseen ninguna similitud 

con proteínas previamente caracterizadas, por lo cual no hay evidencia de que 

estas se expresen en el parásito 

d. Péptido conservados en proteínas de otros cinetoplástidos (Trypanosoma, 

Leishmania) 

*) Péptido  presente en más de 1 proteína de Trypanosoma cruzi. 
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Para la validación de los análisis inmunoinformáticos, las células de bazo de 

ratones infectados fueron estimuladas in vitro con cada uno de péptidos por 

separado. Diez de los 26 péptidos presentaron la capacidad de inducir la 

producción de IFN-γ provocado por la reactivación de los linfocitos T.2 Lo que 

sugiere que las CPA reconocen y procesan de manera adecuada las proteínas 

que contienen los péptidos y los linfocitos T reconocen el complejo péptido-

MHC expresado por las CPA, lo cual confirma el potencial inmunogénico de 

estos péptidos.2 

Los 10 péptidos confirmados están presentes en 16 proteínas (Cuadro. 1), de 

las cuales, 4 corresponden a proteínas putativas y 12 a proteínas hipotéticas 

conservadas.2 El P14 está presente en la proteína de clasificación vacuolar–35, 

el P15 en la proteína serina carboxi-peptidasa S28, el P17 en la proteína de 

resistencia a fármacos y el P23 presente en dos proteínas, ambas, proteínas 

con función de quinasa.2  

En la evaluación del efecto protector de la formulación de 10 péptidos 

inmunogénicos en combinación con MLA como una vacuna terapéutica en 

ratones BALB/c.2 El grupo control presentó parasitemias elevadas que 

conducían a mayores tasas de mortalidad. A diferencia, el grupo inmunizado 

con la formulación de péptidos resultó con parasitemias bajas y con un 85% de 

sobrevivencia. También, mostró una reducción de la densidad de células 

inflamatorias y en la presencia del parásito en el tejido cardíaco.2 

Los estudios in vitro e in vivo demuestran el potencial de estos péptidos como 

antígenos para el desarrollo de una vacuna. Sin embargo, los péptidos 

demostraron diferente capacidad de activar una respuesta inmune in vitro 

durante la evaluación de su inmunogenicidad. Lo que sugiere que cuando los 

animales son inmunizados con la combinación de los múltiples antígenos, los 

linfocitos T desarrollan una respuesta inmune específica hacia uno o algunos 

péptidos, los cuales presenta una mayor inmunogenicidad. 60 
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La inmunogenicidad es un importante factor que determina si el complejo 

péptido-MHC puede ser reconocido por la clona de linfocito T específica para 

activar una respuesta inmune especifica. Esto depende de elementos 

relacionados con el procesamiento antigénico, la estructura del antígeno, la 

abundancia del antígeno y su capacidad de unirse en el MHC, así como 

también la frecuencia de la clona específica y la afinidad del TCR de los 

linfocitos T durante el reconocimiento del complejo péptido-MHC.3 

Debido a que la inmunogenicidad está estrechamente relacionada a la 

capacidad que tienen los péptidos para unirse al MHC. Se ha establecido que 

los péptidos con alta afinidad de unión al MHC provocan una óptima activación 

de la respuesta inmune, aquellos con mediana afinidad inducen una respuesta 

menos óptima. Finalmente, los péptidos con baja afinidad podrían desarrollar 

una interferencia inmune en la activación de los linfocitos T. 4 Con respecto a lo 

anterior, diversos estudios han demostrado la presencia de péptidos con baja 

inmunogenicidad que interfieren en la activación de los linfocitos T.61, 62 En el 

estudio de Haribhai D et al.63 se confirmó que la presencia de antígenos con 

baja inmunogenicidad en el momento de la iniciación de la respuesta inmune 

resulta en el fracaso de la activación y el desarrollo normal de sus funciones 

efectoras de los linfocitos T.63  

Debido a que en su validación, los péptidos presentaron diferente potencial 

inmunogénico.2 En el presente trabajo se evaluó el efecto terapéutico de 

diferentes combinación elaboradas con base en la inmunogenicidad de los 

péptidos, para establecer si los péptidos con menor inmunogenicidad son 

requeridos en la formulación de una vacuna terapéutica compuesta de 10 

péptidos que ha demostrado un efecto protector en ratones BALB/c infectados 

con T. cruzi. 
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IV. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto terapéutico y respuesta inmune de las diferentes 

combinaciones de péptidos derivados de Trypanosoma cruzi en ratones BALB/c 

infectados. 

 

4.2 Objetivos específicos 

1. Determinar el efecto terapéutico de las diferentes combinaciones de 

péptidos, de acuerdo a su inmunogenicidad, en la fase aguda de la 

infección por T. cruzi en ratones BALB/c.  

 

2. Determinar la respuesta inmune inducida por las diferentes 

combinaciones de péptidos en los ratones BALB/c infectados con 

Trypanosoma cruzi. 
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V. HIPÓTESIS 

La eliminación de los péptidos de inmunogenicidad en las diferentes 

combinaciones, no provoca cambios en el efecto terapéutico, ni en la respuesta 

inmune de los ratones BALB/c infectados e inmunizados. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Tipo de estudio. 

Estudio experimental de laboratorio 

6.2 Diseño experimental. 

Aislamiento de 

células de bazo 

Estimulación in vitro de 

las células del bazo con 

los péptidos  

Determinación de la 

proporción de linfocitos T 

(CD3
+
, CD4

+
, CD8

+
) 

productores de INF-y o IL-4

Determinación de la 

respuesta inmune   

1era inmunización

Día 7

2da inmunización

Día 14 

2da inmunización

Día 14 

Infección experimental con 

Trypanosoma cruzi de los ratones 

BALB/c 

Día 0

Evaluación de la 

parasitemia cada 

(cada tercer día) 

Evaluación de la 

sobrevivencia 

(diaria) 

Sacrificio de los 

animales 

Día 50 post-

infección

Evaluación del 

efecto protector en el 

tejido cardíaco 

Determinación de la 

carga parasitaria en 

tejido cardíaco

Determinación de 

infiltrados celulares 

Determinación de 

nidos de amastigotes

Determinación del 

efecto terapéutico  

A-10

10 péptidos 

E-SS

Solución Salina

Determinación anticuerpos 

IgG total - IgG2a - IgG1

Específicos a las 

combinaciones de péptidos  

Obtención del 

suero 

B-7

7 péptidos 

C-5

5 péptidos 

D-3

3 péptidos 

Figura 4. Evaluación del efecto terapéutico y la respuesta inmune inducida en ratones 

BALB/c infectados e inmunizados con las combinaciones de péptidos. 
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6.3 Definición de las variables  

Cuadro 2. Definición de las variables y escalas de medición 

 
Variable Definición Tipo de 

variable 
Escala Unidades de 

medida 

Inmunización 
 
 

La inmunización de los 
animales con los grupos 

de péptidos  
(véase cuadro 4) 

Independiente  
cualitativa 

Continua Combinación 
de péptidos/ 
ratón  

Infección  La infección de los 
animales con 500 

parásitos  

Independiente  
Cuantitativa  

Continua Parásitos 
/ ratón  

Parasitemia  Concentración de 
parásitos en una 

muestra de sangre del 
ratón 

Dependiente  
Cuantitativa  

Continua, 
razón 

Parásitos 
/mL 

Sobrevivencia Porcentaje de ratones 
vivos al día 50 post-

infección 

Dependiente  
Cuantitativa  

Continua, 
razón 

Porcentaje (%)  

Nidos de 
amastigotes 

Número de amastigotes 
por 20 campos a un 

objetivo de 40x 

Dependiente  
Cuantitativa  

Continua, 
razón 

Amastigotes/ 
campo 

Células 
infiltradas 

Células inflamatorias 
infiltradas en tejido 

cardíaco analizado por 
histopatología 

Dependiente  
Cuantitativa  

Continua, 
razón 

Células 
infiltradas 
/ mm

2
 

ADN del 
parásito en 

tejido cardíaco 

Número de parásitos en 
el tejido cardíaco 

determinado por q-PCR 

Dependiente  
Cuantitativa  

Continua, 
razón 

Parásitos 
/ng de ADN 

Niveles de  
IFN-γ  

Concentración de IFN-γ 
en el sobrenadante, 

después de la 
estimulación in vitro de 
las células del bazo con 

los cada uno de los 
péptidos.  

Dependiente  
Cuantitativa  

Continua, 
razón 

pg 
/mL 
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6.4 Infección experimental con Trypanosoma cruzi (cepa H1) de los 

ratones BALB/c  

Para evaluar el efecto protector (Figura 7), se realizó la infección experimental 

de ratones BALB/c hembras de 4-6 semanas de edad, mediante la inoculación 

por vía intraperitoneal de 500 tripomastigotes sanguíneos de la cepa H1. Esta 

cepa, aislada de un caso humano en Yucatán, 64, 65 fue mantenida mediante 

pases mensuales en ratones ICR.  

Los animales comprados a la empresa BIOINVERT fueron manipulados de 

acuerdo a los lineamientos de bioética y se mantuvieron bajo condiciones de 

temperatura entre 18-26°C y humedad relativa del 40-70%, según la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

 

6.5 Preparación de las combinaciones de péptidos para la inmunización de 

los ratones BALB/c infectados con T. cruzi. 

6.5.1 Péptidos.  

Los 10 péptidos candidatos (Cuadro 3), se sintetizaron por el laboratorio 

Peptide 2.0 Inc. (Chantilly, Virginia, USA). Los péptidos fueron disueltos en 

agua estéril a una concentración final de 5 mg/mL y conservados a -20°C.  
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Cuadro 3. Péptidos sintéticos, ordenados con base en los niveles de INF-γ 

producidos por células de bazo de ratones infectados y estimuladas por cada 

péptido, para la elaboración de formulaciones terapéuticas.*** 

ID Péptido Proteína 

P14 GGPERIAVTL Proteína de clasificación vacuolar–35 

P23* RYLAVVTNI Proteína quinasa, putativa 

P16 SYIERITGL P.H.c conservada 

P6 FGPDRSVVF P.H.c conservada (pseudogen) 

P26* SYGCICSSL P.H.c conservada 

P25* SYIGLGSAI P.H.c conservada 

P8 SGPTRIVVGF P.H.c conservada 

P17 SYVTIPTSI Proteína de resistencia a medicamentos, 

putativa 

P15 KYLTVENAL Serina carboxi peptidasa S28, putativa 

P24* IYLPLQSAL P.H.c conservada 

 

Los péptidos están ordenados de mayor a menor con base en los resultados de la 

producción de INF-y en su validación in vitro. 

 ***) Para mayor detalle de los péptidos véase el Cuadro 1 

    *) Péptido presente en más de 1 proteína de Trypanosoma cruzi. 

   c) P.H. = proteína hipotética 
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6.5.2 Preparación de las formulaciones de péptidos.  

Con base en los niveles de INF-γ inducidos por cada péptido en su validación in 

vitro, se formularon 4 combinaciones de péptidos. La primera formulación 

(grupo A) está compuesta por los 10 péptidos que demostraron un efecto 

protector frente a una infección por el parásito. Para la siguiente formulación se 

eliminaron los 3 péptidos (P17, P15, P24) con menor producción INF- γ, por lo 

cual el grupo B está conformado de 7 péptidos, esto para evaluar si los péptidos 

eliminados son requeridos para mantener el efecto protector. Para el grupo C, 

se eliminaron los siguientes 2 péptidos (P25, P8). Finalmente, para el grupo D 

se eliminaron los 2 péptidos (P6, P26) con menor inmunogenicidad (Cuadro. 4).  

Cuadro 4. Combinaciones terapéuticas de los péptidos con base en los niveles 

de INF- γ. 

Grupo experimental Péptidos  
Producción de INF- γ 

+                                                                                    - 

A-10 (10 péptidos) P14   P23   P16   P6   P26   P25   P8   P17   P15   P24 

B-7 (7 péptidos) P14   P23   P16   P6   P26   P25   P8 

C-5 (5 péptidos) P14   P23   P16   P6   P26 

D-3 (3 péptidos) P14   P23   P16    

E-SS (Solución Salina) - 

 

Estos grupos permitieron establecer si los péptidos con menor inmunogenicidad 

son necesarios para inducir una respuesta inmune capaz de controlar la 

infección en ratones BALB/c infectados.  
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Para la evaluación del efecto terapéutico de las formulaciones de péptidos, 

grupos de 7 ratones BALB/c previamente infectados con Trypanosoma cruzi de 

la cepa H1, recibieron dos inmunizaciones en los días 7 y 14 post-infección 

(Figura 7).  

Debido a que el uso de 50 μg de cada péptido en la formulación demostró un 

evidente efecto terapéutico,2 el cual probablemente sea ocasionado 

principalmente por los péptidos con mayor inmunogenicidad. Se llevó a cabo  

una reducción de la concentración de cada péptido a 10 μg de cada péptido 

para la elaboración de las formulaciones terapéuticas. Esta reducción se llevó a 

cabo para poder determinar si lo péptidos menos inmunogénicos son requeridos 

en la formulación compuesta de 10 péptidos que ha demostrado un efecto 

terapéutico en ratones BALB/c infectados.  

Por lo tanto, las inmunización de los animales se realizó con 10μg de cada 

péptido/ratón, de acuerdo al Cuadro 4, en combinación con 10μg de 

Monofosforil Lípido A (MLA), como adyuvante. La administración de la 

formulación correspondiente se aplicó en el músculo tibialis anterior del ratón en 

un volumen final de 50μL por ratón. Al grupo control E-SS, se le administró 

solución salina (NaCl 0.89%). 

 

6.6 Determinación del efecto terapéutico de las diferentes combinaciones 

de péptidos en el desarrollo de la fase aguda de la infección por T. cruzi 

en ratones BALB/c. 

6.6.1 Parasitemia y sobrevivencia 

Para realizar el seguimiento del proceso infeccioso, se llevó a cabo el conteo de 

parásitos en una cámara de Neubauer (parasitemia) cada tercer día, con inicio 

a los 9 días posteriores a la infección hasta el día 48.  
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La metodología para realizar el conteo de parásitos por la cámara de Neubauer 

fue la siguiente: para cada uno de los ratones se preparó una solución de 

trabajo con 490 μL de solución fisiológica con EDTA al 0.05% y 10 μL de sangre 

periférica (dilución 1:50), la sangre se obtuvo de cada ratón mediante un 

pequeño corte en la parte distal de la cola, para posteriores tomas de sangre se 

removió la cicatriz en la parte distal de la cola donde se realizó el primer corte, 

con el fin de evitar el daño a la cola del ratón.66 De la solución anterior se 

tomaron 10 μL de muestra que fueron colocados en la parte central de la 

cámara de Neubauer e inmediatamente se realizó el conteo de los parásitos 

que presentaron movilidad. El conteo se realizó en forma diagonal en los 

cuadrantes utilizados para el conteo de leucocitos (cuadrantes señalados con 

flechas en la Figura 8).66  

Se calculó el número de parásitos/mL utilizando siguiente fórmula: 

Parásitos/mL= (#parásitos contados) (FD) (10,000) 

Dónde: 

# parásitos contados, es el número de parásitos contados en los 4 cuadrantes 

de la cámara de Neubauer, FD corresponde al factor de dilución de la muestra, 

en este caso es 50 y el valor de 10,000 es el factor de corrección de la cámara 

de Neubauer .66 
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Figura 5. Cámara de Neubauer. Se realizó el conteo de parásitos como se indica según 

las zonas obscuras y en dirección a las flechas (zona para el conteo de leucocitos). 

 

La sobrevivencia se registró diariamente a partir de la infección hasta el día 50 

post-infección. El porcentaje de sobrevivencia se calculó para cada grupo 

experimental con la siguiente fórmula: 

%Sobrevivencia= [(# Ratones vivos al final del experimento)] x 100 
      (# Ratones infectados)  

 

6.6.2 Células inflamatorias en el tejido cardíaco 

En el día 50 post-infección, los animales experimentales sobrevivientes fueron 

sacrificados por dislocación cervical, para extraer de forma quirúrgica el 

corazón, el cual fue dividido en dos porciones. Una porción se colocó en 

formaldehido al 10% para los estudios histológicos y la otra parte se utilizó para 

la cuantificación de ADN del parásito presente en el tejido. Para determinar los 

infiltrados celulares y nidos de amastigotes. La parte del corazón conservada en 

formaldehido al 10% y fue enviada para su corte y tinción con hematoxilina-

eosina para su análisis. 67, 68  
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Para la determinación de infiltrados celulares, los cortes histológicos fueron 

observados en el microscopio óptico Nikon Eclipse E600, donde se tomaron 5 

fotografías en el objetivo 10x. Cada fotografía fue analizada como imagen 

binaria por medio del programa Multispec 3.3 (Purdue University, IN, USA) para 

la obtención del número de pixeles correspondiente a los núcleos de las células 

y el tejido de cada fotografía. Los pixeles correspondientes a los núcleos de las 

células se dividieron entre el número de pixeles que corresponde a un solo 

núcleo, esto para calcular el número de células en cada fotografía.  

Para estimar el número total de células en 1 mm2, los pixeles de las células 

(compuesto por la sumatoria de los pixeles del núcleo y de tejido) fue dividido 

entre el número de pixeles que corresponden a un 1 mm2. También, el valor de 

células obtenido de tejido de ratón sano (sin inflamación) se restó al número de 

células que corresponden a los diferentes grupos experimentales. De esta 

manera, se calculó el número de células infiltradas por 1 mm2 de tejido cardíaco 

de los ratones experimentales.67, 68 

 

6.6.3 Nidos de amastigotes en el tejido cardíaco 

Para la determinación de nidos de amastigotes, el corte histológico de cada 

ratón se dividió de manera aleatoria en 4 secciones y se contó entre las fibras 

musculares 5 campos por cada sección, acumulando un total de 20 campos por 

corte histológico, la lectura se realizó de derecha a izquierda, esto fue de igual 

forma para todos los cortes histológicos, se observaron a través del objetivo de 

20x. Por cada campo observado se anotó el número de nidos presentes, al final 

se obtuvo el valor de los nidos de amastigotes en 20 campos del corte 

histologico.64  
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6.6.4 Carga parasitaria en tejido cardíaco 

Trypanosoma cruzi tiene la capacidad de infectar el tejido cardíaco y ocasionar 

daños severos que desencadenan la muerte en los ratones. Por lo cual, la 

cuantificación del parásito en el tejido nos permitió conocer el efecto protector 

de los grupos de péptidos utilizados como vacunas terapéuticas. 

La metodología de PCR en tiempo real para la cuantificación del ADN del 

parásito presente en el tejido cardíaco fue realizada utilizando la descrita por 

Cummings y Tarleton.69 Brevemente, para la extracción del ADN se tomaron 25 

mg de tejido cardíaco de los ratones infectados mediante el estuche comercial 

DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN No. Catálogo 69504) siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Las muestras de ADN fueron resuspendidas a 

una concentración de 25 ng/µL y se conservadas a -20°C. 

Para la elaboración de la curva estándar de ADN del parásito y cuantificar la 

cantidad de ADN presente en el tejido cardíaco de los ratones. Los estándares 

de la curva se prepararon a partir de ADN de tejido cardíaco sano y de 

parásitos. El ADN del parásito fue obtenido de 107 parásitos (cepa H1), 

mantenidos en cultivo in vitro. El ADN de los parásitos se resuspendió a una 

concentración de 50,000 parásitos/µL. A partir de ésta, se prepararon los 

estándares de 10000, 1000, 100, 10, 1 parásitos. Todos los estándares se 

ajustaron a 25ng/µL con ADN de tejido sano. 

Para la preparación de la PCR, se mezclaron 10 µL de SYBR® GreenTM (KAPA 

No. Catálogo KR0389), 50 ng de ADN (2 µL cada muestra o estándar, 

previamente preparado a 25ng/µL), 0.5 µL de primer TCZ-F (5’-

GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’- SIGMA), 0.5 µL de primer TCZ-R (TCZ-R 

5’-CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’ - SIGMA) y 7 µL de agua grado-PCR 

(Quiagen). Después de la preparación, las muestras y estándares fueron 

analizadas por triplicado en el termociclador ECO- iIlumina. Las condiciones de 

amplificación se presentan en la figura 9.69 Al finalizar, el software del 
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termociclador ECO- iIlumina analizó los datos para calcular la cantidad de ADN 

equivalente al número de parásitos en las muestras, según los valores de la 

curva estándar.69 

 

Figura 6. Condiciones de amplificación de la q PCR para cuantificación de la carga 

parasitaria en el tejido cardíaco de ratones BALB/c infectados e inmunizados con los 

diferentes grupos de péptidos. 

 

6.7 Determinación de la respuesta inmune inducida por el tratamiento con 

las diferentes combinaciones de péptidos en los ratones BALB/c 

infectados. 

6.7.1 Cuantificación de la proporción de linfocitos T (CD8+ o CD4+) 

productores de INF- γ o IL-4 por citometría de flujo. 

En el día 50 post-infección, los animales experimentales sobrevivientes fueron 

sacrificados por eutanasia, con una sobredosis de 1mg pentobarbital sódico/g 

de peso del animal administrado por vía intraperitoneal, inmediatamente los 

bazos fueron removidos y macerados en 3 mL de medio RPMI 1640, luego las 

células se pasaron a través de un filtro estéril con poros de 100 µm, seguido de 

una centrifugación a 200g por 10 min. Las células se resuspendieron e 
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incubaron para la hemólisis con 1 mL de la solución 0.16 M NH4Cl - 0.17 M Tris 

HCl (pH 7.2) por 5 min a 37°C. A continuación, las células del bazo fueron 

lavadas 3 veces con 8 mL de RPMI 1640. Posterior a los lavados, las células se 

resuspendieron en 1 mL de RPMI 1640 suplementado con una concentración 

final de 100 U/mL penicilina, 100 µg/mL estreptomicina, 20 mM piruvato de 

sodio, 5 µM β-mercaptoetanol, 10 mM glutamina y 10% suero fetal bovino 

descomplementado y filtrado.70 Con una dilución 1:10 de las células se 

determinó la viabilidad por el método de exclusión de azul de tripano.71 

Las mezclas de células del bazo de los ratones se cultivaron en una placa de 96 

pozos a una densidad de 1 x 106 por pozo. Se estimularon con 5 µg/mL de cada 

péptido por separado, por 24 h a 37°C con atmósfera de CO2 al 5%. Las células 

no estimuladas se usarán como control negativo y como control positivo células 

estimuladas con 10 µg/mL de Concanavalina A (ConA).72 Todos los análisis se 

realizaron por triplicado. 

Cuatro horas antes de finalizar el tiempo de incubación se añadió a cada pozo 

de la placa de cultivo 1μL de Brefeldina A (BD GolgiPlug™ protein transport 

inhibitor, Cat. No. 555028) y se incubó a 37°C. 

Después la placa de cultivo se centrifugó a 300g por 10 min a 4°C, se eliminó el 

sobrenadante y las células se suspendieron en 200 μL de amortiguador BD 

FACSFlow™ (Catalog No. 342003) por pozo. En un tubo de citometría se 

mezclarán las tres réplicas de cada muestra para determinar los linfocitos CD4+ 

o CD8+ productores de INF- γ y/o IL-4. Después se lavaron dos veces con 

amortiguador FACS, los lavados consistieron en agregar 5mL de amortiguador 

FACS y centrifugar a 300g por 10min a 4°C, se retiró el sobrenadante y las 

células fueron resuspendidas.  

Para comenzar con la tinción extracelular, las células se incubaron con los 

anticuerpos monoclonales anti-CD3+, anti-CD4+, anti-CD8+ marcados con 

diferentes fluorocromos, Alexa fluor 647 (BD PharMingen No. de catálogo 
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557869), Ficoeritrina (PE-Cy7, BD PharMingen No. de catálogo 552775) y 

Proteína Clorofila Peridinina (PerCP 5.5, BD PharMingen No. de catálogo 

551162) respectivamente. Las células se incubaron por 30 min a 4oC en 

oscuridad.70, 72 Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces y 

resuspendidas en paraformaldehído al 1% en amortiguador FACS y se 

incubaron por 10 min a 4°C. 73 

Transcurrido el tiempo se lavaron 2 veces y se procedió con la tinción 

intracelular con el uso de un estuche comercial (BD, Cytofix/Cytoperm™ 

Fixation/Permeabilization Solution Kit, Cat. No. 554714) siguiendo las 

especificaciones del fabricante.73 

Brevemente, después de los lavados se añadió la solución de cytofix/cytoperm 

y se incubará por 20 min a 4°C. Luego de dos lavados con la solución de 

perm/wash, las células se resuspendieron con los anticuerpos anti-INF-γ y anti-

IL-4, marcados con diferentes fluorocromos Isotiocianato de Fluoresceína 

(FITC), Ficoeritrina-cianina 7 (PE-Cy7) respectivamente, diluido con la solución 

de perm/wash.73 Después de dos lavados, las células se suspendieron con 

paraformaldehído al 1% en amortiguador FACS y se incubaron por 10 min a 

4°C. Finalmente, se añadieron 400μL de amortiguador FACS para su análisis.73 

Las células fueron adquiridas en un citómetro de flujo FACSVerse (BD), se 

colectaron 50,000 células por cada muestra. El análisis de las poblaciones 

CD4+ y CD8+ productoras de IFN-γ e IL-4 se realizó con el programa FlowJo vX 

(TreeStar Software, Ashland, OR, USA). Como primer paso se evaluó la 

autofluorescencia de células sin teñir. Enseguida, se utilizó una gráfica de dot-

plot de tamaño (forward scatter) contra granularidad (side scatter) para 

seleccionar la población de linfocitos. Posteriormente se seleccionó la población 

positiva a CD3 en los linfocitos y a través de un histograma de fluorescencia se 

identificaron las poblaciones positivas a CD4 y CD8.  
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Finalmente, se analizó la expresión de INF-γ e IL-4 de células CD4+ en una 

gráfica de dot-plot, se realizó el mismo procedimiento para las células CD8+. 

Con base en los resultados de las gráficas de dot-plot se determinó la 

frecuencia de las poblaciones de células CD4+ y CD8+ productoras de INF-γ e 

IL-4 específica para cada péptido. 

 

6.7.2 Determinación de los niveles de IgG, IgG1 e IgG2a específicos 

a los péptidos en suero de ratones BALB/c infectados e 

inmunizados. 

Se obtuvo el suero de cada uno de los ratones mediante la extracción de 1 mL 

de sangre por punción cardíaca, previa anestesia con pentobarbital sódico 

(0.2mg/g), la sangre se dejó a temperatura ambiente hasta su coagulación y se 

centrifugó por 10 minutos a 750 x g para la obtención del suero.74  

En una placa de 96 pozos, se sensibilizó con 100 µL por pozo de una solución 

con la mezcla de los péptidos correspondiente a las formulaciones de los 

grupos experimentales a una concentración de 0.08 μg/mL, también se 

sensibilizó la placa con cada péptido por separado en amortiguador de 

carbonatos (Na2CO3 0.01 M, NaHCO3 0.02 M, NaN3 3 mM) pH 9.6, la placa se 

dejó en incubación toda la noche a 4°C. Posteriormente, se eliminó el 

sobrenadante y los pozos fueron lavados para eliminar el exceso de antígeno 

con 300 μL de (PBST) amortiguador salino de fosfatos (PBS, NaH2PO4·H2O 0.1 

M, Na2HPO4·7H2O 0.08 M, NaCl 1.55 M) pH 7.4 con monolaurato de sorbitán 

polioxietilénico 20 (Tween 20) al 0.05%. Para bloquear los sitios inespecíficos 

se utilizó albumina de suero bovino (BSA) al 1%, la placa se dejó en incubación 

a 37°C por 2h. Posterior al bloqueo se lavaron 5 veces con amortiguador PBST, 

este paso se realizó para eliminar los excesos de BSA que no se adhirieron a la 

placa.75 Luego de los lavados se colocaron las muestras. 
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Para la detección de IgG totales las muestras correspondientes al ratón sano y 

los ratones de los grupos experimentales fueron diluidas 1:5 000, para IgG2a e 

IgG1 se diluyeron a 1:200 en PBST. Una vez preparadas las muestras, se 

añadieron 100 μL a cada pozo y se dejó incubar 1 h a 37°C, posteriormente se 

realizaron 5 lavados con PBST.75  

Como anticuerpo de detección para IgG total se utilizó un anti-IgG acoplado a 

fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich, No. Catálogo A5153), y para la detección de 

los subtipos IgG1 e IgG2a, se utilizó un anti-IgG1 (Sigma Aldrich, No. Catálogo 

SAB3701172) o anti-IgG2a (No. Catálogo SAB3701179), ambos acoplados a 

fosfatasa alcalina. Se añadió 100 μL en cada pozo de una dilución 1:1000 del 

anticuerpo de detección e incubó por 1 h a 37°C. Después, se realizó 5 lavados 

con PBST y se adicionó 75 μL de p-nitrophenyl phosphate (pNPP) 1mg/ml 

(Sigma Aldrich, No. Catálogo S0942-200TAB) se incubó 30 min a 37°C, la 

reacción fue detenida con 25 μL de NaOH 3 N y la lectura se realizó a 405 nm 

en un lector de placas para ELISA.75 
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6.8 Análisis estadístico. 

Los resultados de parasitemia, células infiltradas, nidos de amastigotes y carga 

parasitaria del tejido cardíaco, se analizaran mediante un estadístico para 

definir si presentan una distribución normal. Como todos presentaron una 

distribución normal se empleó la prueba paramétrica ANOVA para la 

comparación entre los grupos tratados con las diferentes formulaciones, si este 

estadístico resultaba con significancia se continuo con el análisis a través de la 

prueba post hoc de Tukey. Los valores con  p<0.05 se tomaron como 

estadísticamente significativos. 

Los resultados obtenidos de la sobrevivencia de los animales experimentales 

fueron analizados mediante una curva de sobrevivencia de Mantel-Cox, se 

tomaron los valores de p<0.05 como estadísticamente significativos.  

Se realizó un análisis de regresión lineal para determinar la relación del número 

de péptidos contenido en la formulación con respecto a los resultados de las 

infiltradas, nidos de amastigotes y carga parasitaria del tejido cardíaco. 

Todos los análisis se realizaron a través de programa GraphPad Prism 5 (La 

Jolla, CA, USA).  
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VII. RESULTADOS  

7.1 Determinación del efecto terapéutico de las diferentes combinaciones 

de péptidos en el desarrollo de la fase aguda de la infección por T. cruzi 

en ratones BALB/c 

7.1.1 Parasitemia y sobrevivencia 

Para determinar si los péptidos con menor inmunogenicidad son necesarios en 

la formulación compuesta por los diez péptidos para mantener el efecto 

terapéutico en ratones BALB/c infectados con Trypanosoma cruzi, se evaluó el 

desarrollo de la parasitemia y la sobrevivencia de los animales infectados y 

tratados con las diferentes combinaciones de péptidos hasta el día 48 post-

infección.  

En la evaluación del desarrollo de la parasitemia todos los grupos tratados e 

infectados presentaron resultados similares (gráfica 1). Por lo cual, ningún 

grupo tratado con los péptidos presentó una disminución significativa de la 

parasitemia en comparación con el control E-SS. Además, en las mediciones de 

la parasitemia del día 24 y 27, los grupos tratados con péptidos presentaron 

mayor parasitemia que el control E-SS, esta relación no se conservó a lo largo 

del proceso infeccioso, posiblemente debido al comienzo de la mortalidad de los 

animales. Sin embargo, el grupo A-10 presentó parásitos aun al final del 

proceso infeccioso.  

Por lo cual, no se observó ningún efecto en la parasitemia por la eliminación de 

los péptidos menos inmunogénicos en las diferentes combinaciones. 
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Grafica 1. Desarrollo de la parasitemia de los diferentes grupos experimentales 

infectados con T. cruzi e inmunizados con las diferentes combinaciones de péptidos. En 

la gráfica se presentan la media de los resultados para cada grupo con su error estándar 

correspondiente. 

(↓) inmunizaciones     (●) infección con Trypanosoma cruzi     (X) Sacrificio 

 

Con respecto a la sobrevivencia de los animales infectados e inmunizados con 

las diferentes combinaciones terapéuticas (gráfica 2), para el grupo A-10 fue de 

29%, el grupo B-7 de 17%, el grupo C-5 de 0%, D-3 el 0% y el grupo E-SS de 

14%. Ningún grupo tratado con las combinaciones de péptidos presentó un 

aumento significativo de la sobrevivencia en comparación con el grupo control 

E-SS. Además, los grupos C-5 y D-3 presentaron menor sobrevivencia que el 

control E-SS. 
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Sin embargo, el análisis de los grupos tratados con las combinaciones se 

observó que a mayor número de péptidos contenidos en la combinación la 

sobrevivencia tiende a ser mayor. Esto sugiere que los péptidos con menor 

inmunogenicidad participan en el desarrollo del efecto terapéutico. Por lo cual, 

los 10 péptidos son requeridos para la formulación de la vacuna terapéutica. 
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Grafica 2. Curva de sobrevivencia de los ratones BALB/c de los diferentes grupos 

experimentales previamente inmunizados frente a una infección con T. cruzi. Se muestran 

los decesos de cada grupo experimental durante el proceso infeccioso. 

 

7.1.2 Células inflamatorias en el tejido cardíaco 

Debido a que el corazón es uno de los principales órganos afectados por el 

parásito, se evaluó el daño ocasionado por éste al tejido cardíaco a través de la 

medición de las células inflamatorias, los nidos de amastigotes y la carga 

parasitaria en el tejido de los ratones infectados. 
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En el análisis de la densidad de células infiltradas por mm2 de tejido cardíaco de 

los animales, los resultados (gráfica 3) fueron para el grupo A-10 de 8 461 

células inflamatorias/mm2, para el grupo B-7 de 12 169, para el grupo C-5 de 9 

754, para el grupo D-3 de 13 293 y el grupo E-SS de 7 714. Por lo tanto, ningún 

grupo presentó la disminución de las células inflamatorias en con respecto al 

grupo control E-SS. Además, el control E-SS presentó una disminución 

(p<0.0001)) de las células inflamatorias en el tejido cardiaco con respecto los 

grupos B-7, C-5 y D-3. 
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Grafica 3. Células inflamatorias en el tejido cardíaco. Se muestra la cuantificación de las 

células inflamatorias/mm
2
 presentes en el tejido cardíaco mediante el análisis de fotografías por 

el programa MultiSpecW32. Se realizó una prueba ANOVA y una post hoc de Tukey para la 

comparación entre grupos. Diferencia significativa entre * y ** (p<0.0001). En la gráfica se 

presentan la media de los resultados por cada grupo con su error estándar correspondiente. La 

línea (----) representa el análisis de regresión lineal (p<0.0001) de las combinaciones 

terapéuticas con respecto a la presencia de células inflamatorias en el tejido cardíaco. 
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En el análisis de los resultados de los grupos tratados con las diferentes 

combinaciones, el grupo tratado con la combinación A-10 produjo en el tejido 

cardíaco de los animales una disminución (p<0.0001) de la densidad de células 

infiltradas en comparación a las otras combinaciones terapéuticas a las que se 

les eliminaron los péptidos menos inmunogénicos.  

A pesar de que ninguna combinación presentó una disminución significativa de 

las células inflamatorias en comparación con el grupo control E-SS. En el 

análisis de regresión con la densidad de células inflamatorias y el número de 

péptidos contenidos en la combinación (p<0.0001), se observó que la 

inflamación del tejido cardíaco aumenta debido a la disminución del número de 

péptidos contenidos en las combinaciones terapéuticas.  

La eliminación de los péptidos menos inmunogénicos en las combinaciones 

terapéuticas provoca el aumento de la inflamación del tejido cardíaco. Por lo 

tanto, los 10 péptidos son necesarios en la formulación la vacuna terapéutica 

para el desarrollo del efecto terapéutico en los ratones BALB/c infectados. 

 

7.1.3 Nidos de amastigotes en el tejido cardíaco 

En la evaluación de los nidos de amastigotes presentes en el tejido cardíaco de 

los animales tratados(gráfica 4), el grupo A-10 presentó “4” nidos de 

amastigotes/campo, el grupo B-7 “4”, el grupo C-5 “8”, el grupo D-3 “7” y el 

grupo E-SS “7”.  

Los grupos inmunizados con las combinaciones A-10 y B-7 presentaron en el 

tejido cardíaco un numero significativamente menor de nidos de amastigotes 

(p<0.0001) en comparación con los grupos tratados con la combinaciones C-5, 

D-3 y el grupo E-SS.  
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De manera interesante, aun la eliminación de los péptidos P17, P15, P24 

(combinación B-7) permitió la protección del tejido cardiaco de la formación de 

nidos de amastigotes durante la fase aguda de la infección en comparación con 

la combinación A-10. 
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Grafica 4. Nidos de amastigotes presentes en tejido cardíaco. Se muestra la determinación 

de los nidos de amastigotes/campo presentes en el tejido cardíaco. Se realizó una prueba 

ANOVA y una post hoc de Tukey para la comparación entre grupos. Diferencia significativa 

entre * y ** (p<0.0001). En la gráfica se presentan la media de los resultados por cada grupo 

con su error estándar correspondiente. La línea (----) representa el análisis de regresión lineal 

(p<0.0001) de las combinaciones terapéuticas con respecto al número de amastigotes en el 

tejido cardíaco. 

 



47 

A pesar de que solo las combinaciones A-10 y B-7 presentaron una disminución 

significativa de las células inflamatorias en comparación con el grupo control E-

SS. El análisis de regresión con los nidos de amastigotes en el tejido cardíaco y 

el número de péptidos de las combinaciones (P<0.0001), permitió establecer 

que el número de los nidos de amastigotes aumenta debido a la disminución del 

número de péptidos en las combinaciones terapéuticas.  

También, la eliminación de los péptidos menos inmunogénicos de las 

combinaciones provoca el aumento de la presencia de los nidos de amastigotes 

en el tejido cardíaco. Por lo tanto, los 10 péptidos son necesarios en la 

formulación la vacuna terapéutica para el desarrollo del efecto terapéutico en 

los ratones BALB/c infectados. 

 

7.1.4 Carga parasitaria en tejido cardíaco 

En la determinación de la carga parasitaria del tejido cardíaco, los resultados 

(gráfica 5) fueron, para el grupo A-10 de 3 046 parásitos en 50ng de ADN de 

muestra, para el grupo B-7 de 3 230, para el grupo C-5 de 4 671, para el grupo 

D-3 de 11 146 y para el grupo E-SS de 3 243.  

Ningún grupo tratado con los péptidos presentó una diferencia significativa con 

respecto al grupo control E-SS. Sin embargo, el grupo tratado con la 

formulación A-10 produjo la disminución (p=0.037) de la carga parasitaria 

solamente con respecto a la combinación D-3.  
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Grafica 5. Carga parasitaria presente en los tejido cardíaco de los ratones BALB/c de los 

diferentes grupos experimentales previamente inmunizados frente a una infección con T. 

cruzi. Se muestran la carga parasitaria (parásitos equivalentes en 50ng de ADN) 

correspondiente a cada grupo. Se realizó una prueba ANOVA y una post hoc de Tukey para la 

comparación entre grupos. Diferencia significativa entre * y ** (p=0.037). En la gráfica se 

presentan la media de los resultados por cada grupo con su error estándar correspondiente. La 

línea (----) representa el análisis de regresión lineal (p<0.039) de las combinaciones 

terapéuticas con respecto a los parásitos presentes en el tejido cardíaco. 

 

A pesar de que ninguna combinación presentó una disminución significativa de 

la carga parasitaria en comparación con el grupo control E-SS. En el análisis de 

regresión de la carga parasitaria del tejido cardíaco y el número de péptidos de 

la combinación (p=0.039), permitió establecer que la carga parasitaria en el 

tejido cardíaco aumenta debido a la disminución del número de péptidos 

contenidos en las combinaciones terapéuticas. 
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Finalmente, la eliminación de los péptidos menos inmunogénicos de la 

combinaciones provoca el aumento de la carga parasitaria en el tejido cardíaco. 

Por lo tanto, los 10 péptidos son necesarios en la formulación la vacuna 

terapéutica para el desarrollo del efecto terapéutico en los ratones BALB/c 

infectados. 

 

7.2 Determinación de la respuesta inmune inducida por el tratamiento con 

las diferentes combinaciones de péptidos en los ratones BALB/c 

infectados. 

7.2.1 Cuantificación de la proporción de linfocitos T (CD8+ o CD4+) 

productores de INF- γ o IL-4 por citometría de flujo. 

Con el objetivo de conocer el tipo de respuesta inmune desarrollada en los 

animales infectados e inmunizados con las diferentes combinaciones de 

péptidos, se determinaron las frecuencias de linfocitos T CD4+ o CD8+ 

productores de INF-γ o IL-4 específicos a los péptidos.  

Debido a la elevada mortalidad de los animales de los diferentes grupos 

experimentales, los resultados presentados a continuación corresponden 

únicamente a los ratones sobrevivientes del estudio, 2 ratones del grupo A-10,  

1 del grupo B-7 y 1 del grupo E-SS. 

En la evaluación de la respuesta inmune desarrollada por la inmunización de las 

diferentes combinaciones en los animales infectados, las células de bazo de los 

animales tratados con la combinación A-10 como la B-7, presentaron la mayor 

frecuencia de los linfocitos T productores de INF-γ específicos a los péptidos en 

comparación a los linfocitos T productores de IL-4 (Grafica 6). De los cuales, la 

frecuencia de los linfocitos T CD8+ productores de INF-γ predomina para ambos 

grupos. 
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En el análisis de la contribución de cada péptido en la reactivación de los 

linfocitos T productores de IL-4 (Gráfica 7) o INF-γ (Gráfica 8) presentes en las 

células de bazo de los animales inmunizados e infectados, se observó que 

todos los péptidos poseen la capacidad de provocar la reactivación de linfocitos 

T CD4+ o CD8+ productores de INF-γ. Sin embargo, los péptidos presentaron 

diferente capacidad para provocar la reactivación de los linfocitos T CD8+ 

productores de INF-γ en cada formulación. 

Estos resultados sugieren que la respuesta inmune desarrollada por la 

inmunización con las combinaciones de péptidos corresponde a una respuesta 

inmune tipo Th1 caracterizada por la presencia predominante de linfocitos T 

CD8+ productores INF-γ. Por lo tanto, todos los péptidos utilizados en las 

formulaciones participan en la activación de una respuesta inmune celular 

durante la infección por T. cruzi en los ratones BALB/c.  
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Gráfica 6. Evaluación de la respuesta celular producida por los péptidos en ratones 

BALB/c inmunizados y/o infectados. Sumatoria de la frecuencia de linfocitos T productores 

de IL-4 o INF-γ en las células de bazo de los ratones inmunizados con la combinación de 

péptidos y el grupo control, después de su estimulación in vitro con los péptidos 
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Gráfica 7. Evaluación de la respuesta inmune protectora de los linfocitos T péptido-

específicos productores de IL-4. Sumatoria de la frecuencia de (a) linfocitos T CD4
+
 y (b) 

CD8
+
 productoras INF-γ en las células de bazo de los ratones inmunizados con la combinación 

de péptidos y el grupo control, después de su estimulación in vitro con los péptidos. Con 

respecto al grupo A se grafican la media (n=2) de la frecuencia de linfocitos T productores de 

INF-γ para cada péptido, para el grupo B y E el valor corresponde a un solo ratón. 
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Gráfica 8. Evaluación de la respuesta inmune protectora de los linfocitos T péptido-

específicos productores de INF-γ. Sumatoria de la frecuencia de (a) linfocitos T CD4
+
 y (b) 

CD8
+
 productoras INF-γ en las células de bazo de los ratones inmunizados con la combinación 

de péptidos y el grupo control, después de su estimulación in vitro con los péptidos. Con 

respecto al grupo A se grafican la media (n=2) de la frecuencia de linfocitos T productores de 

INF-γ para cada péptido, para el grupo B y E el valor corresponde a un solo ratón.  
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7.2.2 Determinación de los niveles de IgG, IgG1 e IgG2a específicos 

a los péptidos en suero de ratones BALB/c infectados e 

inmunizados. 

Para evaluar la polarización de la respuesta inmune humoral inducida por la 

inmunización de los animales con las diferentes formulaciones de péptidos  se 

determinaron los niveles de IgG total y los subtipos IgG1 e IgG2 específicos 

para cada péptido. 

En la determinación de los anticuerpos específicos a la mezcla de los péptidos 

de A-10 y B-7, todos los animales presentaron niveles de IgG totales (gráfica 

9a), así como de los subtipos IgG1 (gráfica 9b) e IgG2a (gráfica 9c).  

Para establecer si todos los péptidos contribuyen en la respuesta inmune 

humoral, se realizó la determinación de los anticuerpos específicos para cada 

péptido. Como resultado se obtuvo que todos los animales presentaron niveles 

de IgG totales (gráfica 9a), IgG1 (gráfica 9b) e IgG2a (gráfica 9c) específicos 

para cada uno de los diez péptidos. Sin embargo, el ratón del grupo E-SS 

presentó los mayores niveles de IgG2a que IgG1 específicos para cada uno de 

los diez péptidos. Los animales tratados con la combinación A-10, presentaron 

menores niveles de IgG2a que IgG1para todos los péptidos. Para la 

combinación B-7, los niveles de IgG2a fueron similares a IgG1 en todos los 

casos. 

Por lo tanto, los 10 péptidos participan en la activación de una respuesta 

inmune humoral inducida en los animales infectados e inmunizados. 
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Gráfica 9. Evaluación de la respuesta humoral péptido-especifica desarrollada en ratones 

BALB/c inmunizados y/o infectados. La grafica corresponde a los resultados de la 

determinación de los anticuerpos (a) IgG total, (b) IgG1 e (c) IgG2a para los grupos 

experimentales. Se grafican la media para el grupo A (n=2), para el grupo B y E el valor 

corresponde a un solo ratón.   
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VIII. DISCUSIÓN 

En los pacientes chagásicos con la fase aguda de la enfermedad el tratamiento 

farmacológico con benznidazol o nifurtimox ha demostrado inducir el control de 

la parasitemia y disminuir la miocarditis. Sin embargo, estos fármacos no 

poseen eficacia para el tratamiento de la fase crónica de la enfermedad y 

provocan severos efectos adversos en los pacientes tratados.76, 77 Además, 

varios estudios han demostrado que cerca del 60-70% de los pacientes 

chagásicos permanecen seropositivos y mantienen el parásitos durante toda la 

vida, sin desarrollar una forma sintomática de la enfermedad.40, 78 

Por lo cual, el desarrollo de una vacuna terapéutica para el tratamiento de los 

pacientes chagásicos podría prevenir las complicaciones cardíacas en los más 

de 40, 000 casos nuevos de la enfermedad de Chagas en América Latina y 

prevenir las 10´000 muertes ocasionadas anualmente. También, permitiría 

reducir la frecuencia y la gravedad de la enfermedad clínica y de esta manera 

mejorar la salud de los pacientes.79 

En un estudio reciente se identificó diez péptidos derivados de T. cruzi como 

antígenos para el desarrollo de un vacuna terapéutica.2 En la evaluación de la 

inmunogenicidad, los 10 péptidos presentaron diferente potencial para inducir la 

producción de INF-γ por las células de la bazo estimuladas con los péptidos de 

manera individual.2 Esto sugiere que los 10 péptidos poseen diferente 

capacidad inmunogénica para la activación la respuesta inmune durante el 

proceso infeccioso.  

Debido a que la inmunogenicidad es un importante factor que determina si el 

complejo péptido-MHC puede ser reconocido por la clona de linfocito T 

específica para la activación de una respuesta contra el patógeno. La formación 

del complejo depende de factores relacionados con la abundancia de la 

proteína precursora,80 la eficiencia durante el procesamiento de la proteína para 
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obtención de los péptidos con unión al MHC por la CPA, así como la estabilidad 

del complejo péptido-MHC durante su presentación a los linfocitos T.81, 82  

Por lo tanto, en el primer objetivo se determinó el efecto terapéutico de las 

diferentes combinaciones elaboradas con base en la inmunogenicidad de los 10 

péptidos de una vacuna terapéutica en ratones BALB/c infectados con T. cruzi. 

En la evaluación del proceso infeccioso, las combinaciones A-10 y B-7 

presentaron un efecto terapéutico parcial debido a que los resultados de la 

parasitemia, la inflamación y la carga parasitaria del daño al tejido cardíaco fue 

similar en comparación con grupo control. Por el contrario, las combinaciones 

C-5 y D-3 se observó un aumento de la severidad del proceso infeccioso y el 

daño al tejido cardiaco, con respecto al control. Estos resultados contrastan con 

estudios previos que utilizan vacunas terapéuticas en ratones infectados con T 

cruzi, en los cuales, la inmunización de los animales con diferentes antígenos 

inducen un efecto terapéutico.83-85 Además, los resultados del efecto terapéutico 

de la combinación de A-10 presentó un efecto discordante al estudio previo.2 

Esto probablemente ocurrió por la disminución de la dosis de los péptidos en las 

formulaciones terapéuticas, lo que provocó la disminución del péptido en el sitio 

de la inmunización afecte la formación del complejo péptido-MHC durante la 

presentación antigénica por las CPA´s,80, 86 afectando la activación de la 

respuesta inmune asociada al efecto terapéutico, demostrado en el estudio 

previo.2 

El aumento de la severidad de la infección en los animales tratados con las 

combinación C-5 y D-3, sugiere que estas combinaciones podrían estar 

activando en conjunto con la infección una exacerbada respuesta inmune 

inflamatoria durante la infección,58, 87 la cual puedo estar implicada en el 

aumento del daño al tejido cardíaco y la mortalidad de los animales. 
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Continuando con el primer objetivo, se llevó a cabo el análisis de los resultados 

del efecto terapéutico de los grupos tratados con las diferentes combinaciones 

para establecer si los péptidos aun con menor inmunogenicidad son requeridos 

en la formulación de las vacunas terapéuticas.  

En el efecto terapéutico, se observó que la eliminación de los péptidos menos 

inmunogénicos de las diferentes formulaciones no provocó ningún cambio en la 

parasitemia. Con respecto a la sobrevivencia de los ratones tratados con las 

formulaciones, esta mostró una tendencia a disminuir como efecto de la 

eliminación de los péptidos menos inmunogénicos de las formulaciones. En 

cuanto a la evaluación del daño al tejido cardíaco, tanto la inflamación, los nidos 

de amastigotes y la carga parasitaria, presentaron un aumento como efecto de 

la eliminación de los péptidos menos inmunogénicos de las combinaciones 

terapéuticas. Similar a otros estudios, donde se ha observado que los péptidos 

aun con menor inmunogenicidad tiene la capacidad de inducir una respuesta 

inmune asociada con el efector protector frente a un patógeno. 88, 89 Por lo 

tanto, estos resultados sugieren que los péptidos aun con menor 

inmunogenicidad, si participan de manera importante en la activación de una 

respuesta inmune necesaria para lograr un efecto terapéutico de la vacuna en 

los animales tratados.  

Por otra parte, en el análisis de regresión de los resultados del efecto 

terapéutico se demostró que la presencia de células inflamatorias, nidos 

amastigotes y del parásito en el tejido cardíaco aumentaron como efecto de la 

disminución de los péptidos contenidos en la formulación terapéutica. Otros 

estudios, también han validado que el número de antígenos contenidos en la 

formulación afecta directamente en el efecto terapéutico de la vacuna.90-92 Lo 

que sugiere que si se aumenta el número de péptidos en la formulación de la 

vacuna, esto mejoraría su efecto terapéutico.  
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Los resultados del efecto terapéutico, nos indican que las combinaciones 

compuestas de más péptidos inmunogénicos, derivados de diferentes proteínas 

de T. cruzi, permiten un mejor control de la infección, debido a que inducen una 

respuesta inmune dirigida hacia diferentes componentes del parásito, en 

comparación con las vacunas que utilizan un único antígeno o péptido.93-95 Por 

lo cual, es importante continuar con la evaluación del efecto terapéutico de una 

vacuna formulada con los diez péptidos (A-10) en combinación con otros 

péptidos inmunogénicos o antígenos que han demostrado activar una respuesta 

inmune protectora, como TS-1 y Tc24.84, 96 

Por otra parte, con los animales que sobrevivieron a la fase aguda de la 

infección se continuó con el segundo objetivo, el cual consistió en la 

determinación in vitro de la respuesta inmune inducida por la inmunización con 

los péptidos en los ratones BALB/c infectados, esto para establecer si los 

péptidos aun con menor inmunogenicidad participan en la activación de la 

respuesta inmune que permite el efecto terapéutico de la vacuna. 

En las células de bazo de los ratones estimuladas in vitro con cada uno de los 

diez péptido, se observó la reactivación principalmente de linfocitos T CD8+ 

productores de INF-γ, esto sugiere que los péptidos tienen la capacidad de 

unirse al MHC clase I de la CPA, lo que provoca la activación específica de 

clonas de linfocitos T CD8+ durante la inmunización o la infección de los 

animales. Sin embargo, cada péptido presentó una capacidad diferente para la 

reactivación de los linfocitos T CD8+ productores de INF-γ, lo que propone que 

los diez péptidos contribuyen de manera diferente en la activación de una 

respuesta inmune en el efecto terapéutico en los ratones tratados con las 

formulaciones. 

Además, la estimulación de las células de bazo con cada uno de los 10 

péptidos produjo la activación, tanto de linfocitos T CD4+ y como CD8+ 

productores de INF-γ. Ambas subpoblaciones de linfocitos T están relacionadas 
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con el control de la de la infección por T cruzi,97, 98 lo que sugiere que los diez 

péptidos participan en la activación de la respuesta inmune contra el parásito. 

En la determinación de los niveles de anticuerpos específicos de los péptidos, 

se observó que todos los animales presentaron niveles de IgG totales, IgG1 e 

IgG2a específicos para cada uno de los diez péptidos. Esto sugiere que las 

CPA´s presentan cada péptido en el contexto del MHC clase II a las clonas 

específicas de linfocitos T CD4+, los cuales interaccionan con linfocitos B que 

previamente han reconocido los péptidos, lo que induce el cambio de isotipo a 

IgG1 o IgG2a específicos de los péptidos. 

De manera interesante, el ratón del grupo E-SS presentó mayores niveles de 

IgG2a que IgG1 específicos de los péptidos, ésta relación se asocia con el 

control de la infección.13, 99 A diferencia, los animales tratados con las 

formulaciones A-10 y B-7 presentaron menores niveles de IgG2a que IgG1, 

pero mostraron un menor daño del tejido cardíaco y mayor sobrevivencia. Esto 

podría deberse a que los animales tratados con las formulaciones presentaron 

una mayor frecuencia de linfocitos T productores de INF-γ, esta citocina induce 

que las células plasmáticas produzcan anticuerpos con una mayor afinidad, lo 

que mejora su capacidad de activar mecanismos inmunes para la eliminación 

del parásito.100, 101 Además, este fenómeno también fue observado en el estudio 

donde niveles bajos de anticuerpos específicos de Cruzipaina (Cz) redujo 

dramáticamente la infección de T. cruzi en comparación a los sueros con 

niveles elevados de anticuerpos específicos a Cz,102 lo que sugiere que los 

anticuerpos inducidos por la inmunización con las formulaciones induce la 

producción de IgG con mejor eficiencia en el control de la infección. 

Finalmente, en los animales tratados con la formulación de 10 péptidos se 

observó la presencia de anticuerpos (IgG2a, IgG1), linfocitos T CD8+ y CD4+ 

productores de INF-γ específicos para los diez péptido, lo que sugiere que los 

diez péptidos podrían estar provocando un efecto sinérgico en la activación de 
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la respuesta inmune para el desarrollo del efecto terapéutico. A diferencia de 

otros estudios,103, 104 donde el empleo de formulaciones con varios antígenos 

provocó un efecto inhibitorio o competitivo de estos para la inducción de la 

respuesta inmune específica al patógeno resultando en el desarrollo de una 

ineficiente respuesta inmune. 

Por otra parte, los péptidos P15, P17, P24, P25, P26 están contenidos en 

proteínas asociadas con el transporte a través de la membrana durante la 

diferenciación del parásito. 105-108 Por lo cual, a pesar de que estos péptidos 

poseen una baja inmunogenicidad su necesidad en la formulación terapéutica 

podría deberse a que la respuesta inmune específica a estos péptidos está 

dirigida a dañar procesos metabólicos importantes del parásito. 

Los resultados de la respuesta inmune demuestran que los diez péptidos 

participan en el efecto terapéutico frente a una infección de por T. cruzi en 

ratones BALB/c. Sin embargo, estos péptidos fueron predichos y validados para 

el MHC clase I de ratones BALB/C (alelo H-2Dd).2 Por lo tanto, es importante 

continuar con los estudios para evaluar si estos péptidos poseen la capacidad 

de unirse a los diferentes MHC clase I expresados por los humanos (HLA- A, B, 

C). Así como también, establecer si son capaces de activar una respuesta 

inmune específica durante la infección en pacientes con la enfermedad de 

Chagas, como otros péptidos.56-58, 109 Esto para continuar con el desarrollo de 

una vacuna terapéutica contra la enfermedad.  

Por lo tanto, la eliminación de los péptidos menos inmunogénicos de la 

formulación podría estar induciendo una reducción de la eficiencia de la 

respuesta inmune desarrollada hacia el parásito, lo cual estaría produciendo la 

disminución del efecto terapéutico. Lo que sugiere que los 10 péptidos con son 

necesarios en la formulación para lograr el efecto terapéutico de la 

combinación. 
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IX. CONCLUSIONES 

 Los resultados de la evaluación del efecto terapéutico y la respuesta 

inmune sugieren que los péptidos menos inmunogénicos son requeridos 

en las formulaciones elaboradas a partir de una vacuna terapéutica 

compuesta de 10 péptidos en ratones BALB/c infectados con T. cruzi. 

Asimismo, se demostró que a mayor número de péptidos contenidos en 

la formulación el efecto terapéutico tiende a ser mayor. 
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X. RECOMENDACIONES 

 

 Debido a que se demostró que a mayor número de péptidos contenidos 

en la formulación el efecto terapéutico tiende a ser mayor, se podría 

continuar con la identificación de nuevos péptidos inmunogénicos para 

administrarlos junto con la formulación de los diez péptidos para 

determinar si el efecto terapéutico podría mejorar.  

 

 Los diez péptidos fueron predichos para el MHC de ratones BALB/c, se 

debería determinar si estos péptidos poseen la capacidad de unirse a los 

diferentes subtipos de HLA clase I de células humanas, y evaluar si 

activan una repuesta inmune específica en los pacientes con la 

enfermedad de Chagas. 
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