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RESUMEN 

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, es endémica en 

América Latina y está ampliamente distribuida en todo el mundo debido a la migración 

poblacional. Clínicamente, se caracteriza por una fase aguda generalmente asintomática y que, en 

ausencia de tratamiento, avanza a una fase crónica. Cuando la enfermedad progresa, hasta un 30% 

de las personas infectadas, desarrollan manifestaciones clínicas, siendo la miocardiopatía 

inflamatoria progresiva crónica, la más frecuente, que causa insuficiencia cardíaca y muerte. 

Debido a la persistencia del parásito y a la falta de un equilibrio adecuado en la respuesta 

inflamatoria, se establece una inflamación crónica que se ha relacionado con la progresión de la 

cardiomiopatía. Actualmente, las estrategias terapéuticas disponibles son incapaces de prevenir o 

revertir el daño cardíaco producido por el parásito. Frente a este escenario, promover la resolución 

de la inflamación es una potencial estrategia terapéutica. La resolvina D1 gatillada por aspirina 

(AT-RvD1) es un mediador proresolutorio de la inflamación recientemente descrito. Éste, 

participa en la regulación de la producción de citoquinas proinflamatorias, la inhibición del 

reclutamiento de leucocitos, la eferocitosis de los macrófagos, promoviendo así, la homeostasis 

de los tejidos y restaurando la función de los órganos. En base a estas propiedades, en el presente 

estudio se propone a AT-RvD1 como estrategia terapéutica para regular el estado proinflamatorio 

durante la fase crónica de la Enfermedad de Chagas. Para ello, ratones C57BL/6 silvestres y 

transgénicos knock-out para el receptor de AT-RvD1, FPR2/ALX, fueron infectados con T. cruzi, 

y al cabo de 40 días postinfección, fueron tratados con 5 μg/Kg/día de AT-RvD1 o 30 mg/Kg/día 

de benznidazol, durante 20 días. Al final del tratamiento, se evaluaron los cambios en la respuesta 

inmune, el daño del tejido cardíaco y la carga parasitaria. Como resultado se obtuvo que, la 

administración de AT-RvD1 en la fase crónica de la infección por T. cruzi regula la respuesta 

inflamatoria tanto a nivel sistémico como en el tejido cardíaco. Consecuentemente, reduce el 

infiltrado celular, la hipertrofia, la fibrosis cardíaca, y la carga parasitaria en el corazón. Así, AT-

RvD1 puede ser una promisoria estrategia terapéutica no solo por el efecto regulador de la 

respuesta inflamatoria a nivel cardíaco, sino también por favorecer la reducción de la carga 

parasitaria durante la infección crónica por T. cruzi, previniendo la progresión del daño inducido 

por el parásito. 
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SUMMARY 

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is endemic in Latin America and 

widely distributed throughout the world due to population migration. Clinically, it is characterized 

by a generally asymptomatic acute phase that, in the absence of treatment, progresses to a chronic 

phase. When the disease progresses, up to 30% of infected people develop clinical manifestations, 

being the most frequent the chronic progressive inflammatory cardiomyopathy, which causes heart 

failure and death. Due to the persistence of the parasite and the lack of an adequate balance in the 

inflammatory response, a chronic inflammation is established that has been related to the 

progression of cardiomyopathy. Currently, the available therapeutic strategies are unable to 

prevent, or reverse heart damage caused by the parasite. Faced with this scenario, promoting the 

resolution of inflammation is a potential therapeutic strategy. Aspirin-triggered resolvin D1 (AT-

RvD1) is a recently discovered proresolving mediator of inflammation. This participates in the 

regulation of the production of proinflammatory cytokines, the inhibition of leukocyte 

recruitment, the efferocytosis of macrophages, thus promoting tissue homeostasis and restoring 

organ function. Based on these properties, in the present study an AT-RvD1 is proposed as a 

therapeutic strategy to regulate the proinflammatory state during the chronic phase of Chagas 

Disease. For this, C57BL/6 wild and transgenic knock-out mice for the AT-RvD1 receptor, 

FPR2/ALX, were infected with T. cruzi, and after 40 days post-infection, they were treated with 

5 μg/Kg/day of AT-RvD1 or 30 mg/Kg/day of benznidazole, for 20 days. At the end of treatment, 

changes in immune response, cardiac tissue damage, and parasite load were assessed. As a result, 

it was obtained that the administration of AT-RvD1 in the chronic phase of the T. cruzi infection 

regulates the inflammatory response both at the systemic level and in the cardiac tissue. 

Consequently, reduce cellular infiltrate, hypertrophy, cardiac fibrosis, and parasitic load in the 

heart. Thus, AT-RvD1 may be a promising therapeutic strategy not only during the regulatory 

effect of the inflammatory response at the cardiac level, but also by favoring the reduction of the 

parasitic load in chronic T. cruzi infection, preventing the progression of the damage induced by 

the parasite. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 ENFERMERDAD DE CHAGAS  

1.1.1 ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS  

La Enfermedad de Chagas (EC) es una enfermedad infecciosa causada por el parásito 

protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), el cual es trasmitido 

principalmente por vectores, insectos hematófagos de la subfamilia Triatominae, 

conocidos comúnmente como “vinchucas”. También, se puede trasmitir por vía oral 

mediante la ingesta de alimentos contaminados con el parásito, transfusiones de sangre o 

trasplantes de órganos proveniente de pacientes infectados, por transmisión congénita de 

madre a hijo o accidentalmente en laboratorios (Angheben et al., 2015; Mills, 2020). 

1.1.2 EPIDEMIOLOGÍA 

La EC es endémica en el continente americano desde el sur de Estados Unidos, hasta el 

sur de Argentina y Chile, incluyendo 21 países (PAHO, 2018). Se estima que entre 6 a 7 

millones de personas están actualmente infectadas con T. cruzi, y más de 100 millones 

están en riesgo de contraer la infección (WHO, 2020). En los países endémicos, la 

transmisión del parásito es principalmente vectorial y predomina en áreas rurales, ya que 

la infraestructura rudimental provee las condiciones medioambientales necesarias para el 

desarrollo y reproducción del insecto vector. Sin embargo, en las últimas décadas, se ha 

globalizado esta enfermedad, debido a la incrementada migración poblacional desde áreas 

endémicas a países no endémicos, reportándose así casos en: Japón, Canadá, Europa, 

Australia y el norte de Estados Unidos, donde las vías de transmisión no vectoriales 

predominan (Lidani et al., 2019; WHO, 2020). 

 

En Chile, los casos se distribuyen entre la Región de Arica y Parinacota y la Región de 

O’Higgins. A pesar de las intervenciones de control vectorial, que han disminuido 

notablemente la transmisión del parásito, en el año 2018 la prevalencia de la EC fue de 

1.540 casos cada 100.000 habitantes, reflejando la continuidad de la transmisión, situando 
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a esta enfermedad como una enfermedad desatendida y un problema de salud pública en 

el país (MINSAL, 2018). 

1.1.3 MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LA EC  

El curso clínico de la EC se divide en fase aguda y crónica. La fase aguda dura de 4 a 8 

semanas y es generalmente asintomática. Solo el 10% de los casos presentan síntomas 

inespecíficos como fiebre, escalofríos, mialgias, erupción cutánea y taquicardia (Coura & 

Dias, 2009). En el caso de la transmisión vectorial, en el sitio de entrada del parásito puede 

presentarse una lesión inflamatoria (chagoma), o característicamente, cuando la lesión es 

a nivel ocular, un edema periorbitario unilateral, conocido como el Signo de Romaña. Sin 

embargo, dada la inespecificidad de estos síntomas, la fase aguda usualmente pasa 

inadvertida y se resuelve espontáneamente, después de la cual, los pacientes se convierten 

en crónicamente infectados si no son tratados (Pérez-Molina, 2018). 

 

De esta manera, la fase crónica comienza pasadas las 8 semanas, pero se manifiesta 

décadas después de haber sufrido la infección. Ésta se caracteriza por la seropositividad a 

T. cruzi y parasitemia negativa (Rassi, et al., 2000). Entre el 30-40% de los pacientes 

crónicamente infectados desarrollan mayormente cardiomiopatía y/o megasíndromes 

digestivos (megaesófago, megacolon), resultando en complicaciones severas y elevada 

mortalidad (Lescure et al., 2010; Malik, et al., 2015). Estas manifestaciones clínicas son 

el resultado de tres procesos patológicos importantes: inflamación, muerte celular y 

fibrosis, los cuales están estrechamente relacionados y comprometen la mayoría de los 

órganos de los vertebrados, pero tienen relevancia en el corazón, tubo digestivo y sistema 

nervioso a consecuencia del tropismo de este parásito por estos tres tejidos (Prata, 2001; 

Coura, 2007). 

1.1.4 CARDIOMIOPATÍA CHAGÁSICA CRÓNICA  

La cardiomiopatía chagásica crónica (CCC) es considerada la manifestación clínica más 

frecuente y severa de la EC, debido a su gravedad, morbilidad y mortalidad (Tanowitz et 

al., 2015). Se caracteriza por una cardiomiopatía dilatada con fracción de eyección 

ventricular reducida, con evidente hipertrofia y adelgazamiento de la pared del ventrículo 

izquierdo, que favorece el desarrollo de un aneurisma apical y la formación de trombos 
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intramurales (Nunes et al., 2018). Generalmente, se presentan anomalías del sistema de 

conducción como: bloqueo de la rama derecha, bradicardia sinusal, arritmias, alteración 

en la conducción auriculoventricular e intraventricular (Tanowitz et al., 2015; Nunes et 

al., 2018). Adicionalmente, la presencia de extrasístoles ventriculares es también un 

hallazgo común y de mal pronóstico en los pacientes con CCC (Rassi, et al., 2010).  

 

A nivel histológico, en la CCC se presentan áreas de infiltrado celular focalizados e 

inflamación, hipertrofia de los cardiomiocitos y fibrosis (Bonney et al., 2019). Todas estas 

alteraciones en la arquitectura y conducción llevan al desarrollo de una insuficiencia 

cardiaca y aumentan el riesgo de sufrir eventos tromboembólicos (Echavarría et al., 2021). 

Algunos biomarcadores como el péptido natriurético tipo B (BNP) y su fragmento N-

terminal (Pro-BNP) han sido asociados con diferentes estadios y severidad de la 

cardiomiopatía (Echeverría et al., 2017; Nunes et al., 2018). La muerte súbita es la 

principal causa de muerte de pacientes con CCC, que afecta frecuentemente a jóvenes 

económicamente productivos, resultando una importante pérdida económica (Echavarría 

et al., 2021). 

1.1.5 DIAGNÓSTICO  

Durante la fase aguda de la enfermedad, es posible realizar un diagnóstico parasitológico 

directo mediante la visualización de tripomastigotes (estadio extracelular infectante del 

parásito) en una muestra de sangre utilizando un microscopio óptico, o por métodos 

parasitológicos indirectos basados en la técnica Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), que se destaca por su elevada sensibilidad al detectar e incluso cuantificar 

secuencias de DNA o RNA específicas del parásito en muestras de sangre. Posteriormente, 

debido a la escasa e intermitente parasitemia durante la fase crónica, el diagnóstico se basa 

en pruebas serológicas. No existe un ensayo gold-standard para el diagnóstico de la EC. 

Las pruebas más comunes son ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), 

ensayo de inmunofluorescencia y hemaglutinación indirecta. Estos emplean antígenos 

parasitarios o extractos purificados con la finalidad de detectar la presencia de anticuerpos 

IgG específicos contra T. cruzi en suero. La Organización Mundial de la Salud (OMS) 

recomienda realizar al menos dos ensayos serológicos diferentes en conjunto con la 
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información epidemiológica del paciente, para confirmar el diagnóstico (Pérez-Molina et 

al., 2018).  

 

Por lo general, los ensayos de PCR no se usan para diagnosticar la infección en fase 

crónica, pero guardan cierta utilidad para la detección temprana de reactivación en 

pacientes inmunocomprometidos, por ejemplo, receptores de trasplantes y en estudios de 

investigación como criterios de fracaso terapéutico (Nunes et al., 2018). 

1.1.6 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO ACTUAL DE LA EC 

Actualmente, el tratamiento farmacológico antiparasitario se basa en el uso del 

benznidazol. Éste, es un profármaco, que tras su activación por la enzima Nitroreductasa 

(NTR) tipo I ejerce efectos citotóxicos (Wilkinson & Kelly 2009, Wilkinson et al., 2011). 

Su selectividad antitripanocida se debe a la expresión de la NTR tipo I en el parásito, ya 

que esta enzima está ausente en eucariontes superiores (Wilkinson & Kelly 2009; Alsford 

et al., 2012). Esta enzima, cataliza la reducción secuencial de dos electrones del grupo 

nitro del sustrato para generar un grupo nitroso y posteriormente hidroxilamina (Hall et 

al., 2011; Hall & Wilkinson 2012). Los metabolitos derivados de esta reacción pueden 

directamente interactuar y modificar covalentemente macromoléculas en el interior del 

parásito, como el DNA, resultando en efectos pleiotrópicos dentro de la célula (Trochine 

et al., 2014), entre los que se destaca, lesiones oxidativas y ruptura de la doble cadena del 

DNA (Rajao et al., 2014; Campos et al., 2014). Existen otras enzimas oxidorreductasas 

que podrían participar en la activación del benznidazol, son denominadas NTR tipo II, las 

cuales, son sensibles al oxígeno y catalizan la reducción de un electrón para formar un 

anión nitro, el cual puede en condiciones aeróbicas, ser reoxidado a su compuesto nitro 

original, generando especies reactivas de oxígeno como anión superóxido, induciendo 

estrés oxidativo. Sin embargo, este último mecanismo no se ha comprobado con el 

benznidazol, ya que la adición del profármaco al extracto tripanosomal no gatilla la 

producción significativa de especies reactivas de oxígeno (Viodé et al., 1999). Además, 

otra enzima del parásito “Old Yellow Enzime”, presenta características de ambas NTR 

tipo I y tipo II, por lo que también se ha sugerido que podría metabolizar el profármaco 

(Diáz-Viraque et al., 2018). Hasta el momento, se conoce que el benznidazol promueve 

la oxidación de nucleótidos (Rajao et al., 2014), y esto, conlleva a alteraciones en el 
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emparejamiento de bases, a la formación de mutaciones puntuales y/o generación de 

ruptura de DNA de doble cadena (Rajao et al., 2014; Dattani et al., 2021). 

Benznidazol ha demostrado ser efectivo en la fase aguda, reduciendo la severidad de los 

síntomas y la agresividad de la enfermedad (Apt W. et al., 2010) Sin embargo, puede 

causar toxicidad sistémica y reacciones adversas importantes que incluyen 

hipersensibilidad (rash cutáneo, fiebre, edema generalizado), polineuropatías periféricas, 

leucopenia, trombocitopenia y mutagénesis en terapias a largo plazo, que obligan a 

suspender el tratamiento (Prata et al., 2001). 

 

Recientemente se publicó un estudio clínico llamado BENEFIT, cuya finalidad fue 

evaluar la eficacia y seguridad del benznidazol en pacientes con CCC establecida. Después 

de un seguimiento de 6 años post-tratamiento, se concluyó que, benznidazol no reduce 

significativamente la progresión clínica a pesar de negativizar la carga parasitaria, ya que 

los pacientes tratados con benznidazol, presentaron eventos cardiovasculares como: 

taquicardia ventricular sostenida, accidente cerebrovascular, eventos tromboembólicos, 

requirieron la inserción de marcapasos o trasplante cardíaco, entre otros eventos, incluso 

la muerte (Morillo et al., 2015). Esto pone en evidencia la importancia de estudiar 

fármacos que mejoren la actividad de benznidazol o reviertan el daño cardíaco producido 

por el parásito.  

Adicionalmente, la terapia farmacológica de la CCC va en concordancia con las 

recomendaciones clínicas para el manejo de la falla cardíaca. A pesar de que estos 

tratamientos cuentan con evidencia basada en estudios clínicos, éstos no se enfocan 

directamente en la falla cardíaca derivada de CCC. El tratamiento de primera línea para 

las cardiopatías son los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y 

los β bloqueadores (Marti Carvajal & Kwong, 2016). En casos con insuficiencia cardiaca 

avanzada, el tratamiento de elección es el trasplante, sin embargo, esto no es siempre 

factible en los pacientes con CCC, debido a que la terapia de inmunosupresión puede 

reactivar la infección por T. cruzi (Moreira & Renan, 2020).  

En este contexto, a pesar de la extensa investigación en el área, no se han descubierto 

nuevos agentes antichagásicos con eficacia superior a la convencional, ni se ha avanzado 
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en el desarrollo de vacunas; esto, en conjunto con la ausencia de tratamientos que puedan 

revertir el daño cardíaco producido, destacan la necesidad de nuevas estrategias que 

limiten el progreso de la CCC y mejoren la calidad de vida de los pacientes.  

1.2 ROL DE LA INFLAMACIÓN EN LA PATOGÉNESIS DE LA CCC 

La patogénesis de la EC crónica es compleja y no se comprende en totalidad. Sin embargo, 

a partir de la evidencia en animales y seres humanos, se ha propuesto que la CCC es 

resultado del daño producido por la persistencia del parásito y el daño mediado por la 

respuesta inmunológica del hospedero (Teixeira et al., 2011), y de manera secundaria, por 

disautonomía cardíaca y alteraciones microvasculares, donde la inflamación crónica es la 

mayor determinante de la progresión de la cardiomiopatía (Marin-Neto et al., 2007; 

Bonney et al., 2019).  

A raíz de la primoinfección e impulsado por el tropismo del parásito, a nivel cardiaco se 

produce un infiltrado inflamatorio conformado principalmente por polimorfonucleares 

(PMN) y mononucleares, los cuales, a través de la producción de citoquinas como IFNγ, 

TNFα, IL-12, IL-18, producen una respuesta inflamatoria inicial intensa (Esper et al., 

2015). Además, participan otros mediadores inflamatorios como quimioquinas, moléculas 

de adhesión celular y vascular que favorecen la migración de leucocitos y amplifican la 

respuesta (Esper et al., 2015; Acevedo et al., 2018). 

 

Seguidamente, se desarrolla una respuesta inmune adaptativa antígeno específica de tipo 

T helper 1 (Th1), la cual, se caracteriza por la producción de IFNγ, IL-2, IL-12 y TNFα. 

En este contexto, se promueve la diferenciación y proliferación de células T CD4+ y CD8+ 

antígeno especificas necesarias para la eliminación de células infectadas. La respuesta de 

tipo Th1 está dirigida al control del parásito, pero también está relacionada con la 

inflamación exacerbada y sostenida que aumenta la severidad de las lesiones cardíacas 

(Flávia et al., 2015). 

 

No obstante, la respuesta desencadenada no es lo suficientemente eficaz para lograr la 

eliminación completa del parásito. T. cruzi, es capaz de sobrevivir dentro de las células 

del hospedero mamífero gracias a su gran repertorio de mecanismos de evasión del sistema 
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inmunológico, sin afectar críticamente al hospedero (Flávia et al., 2015; Reyes & Rosales, 

2019). Así, finalizada esta fase, el sistema inmune logra contener en gran medida al 

parásito, pero no definitivamente. La persistencia del parásito a nivel tisular mantiene una 

activación del sistema inmune de manera sostenida, produciendo una inflamación crónica, 

lo que conduce al desarrollo y progreso de la CCC (Teixeira et al., 2011; Machado et al., 

2012; Pérez-Mazliah et al., 2021).  

 

El establecimiento de un medioambiente inflamatorio en el tejido cardíaco, rico en 

citoquinas proinflamatorias, se ha correlacionado a la severidad de la CCC (Reis et al., 

1993; Abel et al., 2001). La razón por la cual algunas personas infectadas permanecen en 

la fase asintomática sin desarrollar manifestaciones clínicas, mientras otros progresan a 

cardiópatas permanece sin esclarecerse. Evidencias demuestran que células 

mononucleares de sangre periférica, provenientes de pacientes con CCC, producen más 

citoquinas proinflamatorias (IFNγ, TNFα, IL-1β e IL-6) y menos antiinflamatorias (IL-

10) que las células mononucleares de pacientes con EC asintomática. Inversamente, los 

pacientes en fase indeterminada presentan una mayor producción de citoquinas 

antiinflamatorias como IL-10 sobre las proinflamatorias, antes citadas, logrando un 

equilibrio entre el parásito y el hospedero (de Araújo et al., 2012; Sousa et al., 2014). Estos 

antecedentes han permitido sugerir que el desbalance en la respuesta inmunológica 

conlleva al deterioro del tejido cardiaco y su función. Por lo tanto, la modulación de la 

respuesta inflamatoria es un potencial blanco terapéutico para la CCC. 

Las citoquinas tienen un rol clave en la respuesta inmune y en el control de la infección, 

pero también pueden modular la función cardíaca. TNFα puede generar efectos deletéreos 

en el tejido cardíaco, disminuyendo la capacidad contráctil, por alterar la expresión de 

proteínas que conforman la maquinaria contráctil de los cardiomiocitos (Cruz et al., 2016). 

En este sentido, se ha asociado claramente al TNFα con la patogénesis de enfermedades 

cardiovasculares y falla cardíaca crónica (Kubota et al., 1997). Además, en pacientes con 

CCC los elevados niveles plasmáticos de TNFα se correlacionan directamente con una 

disfunción cardiaca, por presentar una reducida fracción de eyección ventricular y 

disfunción diastólica del ventrículo izquierdo (Ferreira et al., 2003; Sousa et al., 2014).  
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La producción de IFNγ es parte fundamental de la respuesta inmune frente a T. cruzi. 

Principalmente activa a macrófagos para producir TNFα entre otras citoquinas y 

quimioquinas, que atraen mayor número de células Th1 e intensifican la respuesta 

(Acevedo et al., 2018). Además, promueve niveles incrementados de especies reactivas 

de oxígeno y de nitrógeno que tienen un rol importante en el control del parásito. Sin 

embargo, la producción sostenida promueve un estrés oxidativo y nitrosativo que induce 

la disfunción mitocondrial, deterioran la producción de energía y la función contráctil 

(Nunes et al., 2021). Además, promueve la fibrosis cardíaca aumentando la proliferación 

de fibroblastos, la producción de metaloproteinasas 2 y 9 (Acevedo et al., 2018). La 

producción de IFNγ de manera exacerbada y sostenida se ha relacionado ampliamente con 

insuficiencia cardiaca crónica (Reifenberg et al., 2007). 

De esta forma, los linfocitos Th1 son necesarios para controlar el parásito, sin embargo, 

la perpetuación de la respuesta inducida por T. cruzi, permite el establecimiento de 

inflamación crónica conducente a la insuficiencia cardiaca. Es por esto que, la evaluación 

de nuevos fármacos que promuevan un estado antiinflamatorio es esencial para prevenir 

el deterioro cardíaco.  

1.3 RESOLUCIÓN DE LA INFLAMACIÓN. 

En la inflamación se producen mediadores proinflamatorios como prostaglandinas, 

leucotrienos, citoquinas y quimioquinas, que coordinan el reclutamiento de leucocitos. 

Una vez que el origen del proceso inflamatorio ha sido controlado, se recupera la 

homeostasis y la función normal de los tejidos gracias al proceso resolutivo de la 

inflamación (Serhan, 2014; Basil & Levy 2016). 

La resolución de la inflamación es un proceso activo que involucra la biosíntesis de 

mediadores proresolutorios especializados (SPMs; del inglés Specialized Pro-resolving 

Mediators) como lipoxinas (Lxs), resolvinas (Rvs), protectinas y maresinas. La acción 

conjunta de estas moléculas detiene el reclutamiento de leucocitos hacia el sitio de la 

inflamación, inhibe la biosíntesis de mediadores proinflamatorios lipídicos 

(prostaglandinas y leucotrienos), modifica la producción de citoquinas de un perfil 

proinflamatorio hacia uno antiinflamatorio, conduce a la apoptosis de los PMN, promueve 

la actividad fagocítica de los macrófagos para la adecuada limpieza de detritus celulares 
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y PMN apoptóticos, proceso conocido como eferocitosis, entre otras acciones que 

controlan la magnitud y la duración de un proceso inflamatorio, promoviendo la 

regeneración de los tejidos (Figura 1) (Serhan, 2014; Serhan & Levy 2018). 

La inflamación persistente y no controlada juega un rol central en muchas patologías, 

como: enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, enfermedad 

intestinal inflamatoria, síndrome metabólico, entre otras, lo que ha permitido sugerir que 

el deterioro de las vías resolutivas puede ser clave en la etiología de estas enfermedades 

(Chiang & Serhan 2020). 

 

Figura 1. Esquema de la respuesta inflamatoria aguda y su resolución en el tiempo. Un proceso 

inflamatorio agudo cursa con edema, infiltración de PMN y mononucleares al lugar de la lesión. 

La reducción en el infiltrado de PMN coincide con la biosíntesis de lipoxinas, resolvinas, 

protectinas y maresinas. Ocurre un switch en la biosíntesis de mediadores proinflamatorios a 

proresolutorios, que restauran la homeostasis y culminan con el proceso inflamatorio. Modificado 

de Serhan & Levy, 2018. 
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1.3.1 BIOSÍNTESIS DE SPM  

Los SPM se biosintetizan a partir de ácidos grasos poliinsaturados esenciales: el ácido 

araquidónico (AA), ácido docosahexaenóico (DHA) y ácido eicosapentaenóico (EPA) 

(Chiang & Serhan 2020). Se producen por vía transcelular gracias a la acción de enzimas 

lipoxigenasas (LOX) presentes en los leucocitos, plaquetas y células endoteliales (Basil 

& Levy, 2016). Brevemente y tal como se observa en la Figura 2, las Lxs se forman a 

partir del AA, mediante la acción secuencial de enzimas LOX, generando un intermediario 

15(S)-ácido hidroxieicosatetraenoico (15(S)-HETE), y posteriormente Lxs, como: LXA4 

(Chiang & Serhan 2020). Por su parte, las resolvinas son derivadas del DHA y EPA, 

generando las Rvs de la serie D y E, respectivamente. Así, a partir del DHA por acción de 

15-LOX se produce un intermediario 17 (S)-hidroperoxi-DHA (17(S)-HpDHA), el cual, 

es posteriormente sustrato de 5-LOX produciendo las RvD1-RvD6. A partir del EPA, 

mediante la acción del sistema microsomal P450 se produce un intermediario 18 (S)-

hidroperoxi-EPA (18(S)-HEPE), que, en conjunto con la acción de LOX dan lugar a las 

RvE1-RvE3 (Serhan y Levy 2018). Por último, las maresinas y protectinas son derivadas 

de los intermediarios del DHA a partir de reacciones de hidrólisis y epoxidación (Chiang 

& Serhan 2020). 

 

Adicionalmente, la biosíntesis de SPM puede ser inducida por ciertos fármacos, entre 

ellos, el ácido acetilsalicílico (ASA), el cual, modifica la actividad de la enzima 

ciclooxigenasa 2 (COX-2) por acetilación. Esta modificación permite la generación de 

epímeros de intermediarios, como: 15(R)-HETE y 17(R)-HpDHA, los cuales, son sustrato 

de 5-LOX, obteniendo como producto final epímeros de Lxs (15-epi-LXA4) y Rvs, 

dependiendo del ácido graso precursor. Es por esto que, los SPM inducidos por la 

acetilación de la COX-2 adquieren la denominación “gatillados por aspirina” (AT: del 

inglés aspirin triggered), como la resolvina D1 gatillada por aspirina (AT-RvD1) (Basil 

& Levy 2016; Serhan & Levy 2018). 

 

En cuanto a su metabolismo, los SPM son rápidamente inactivados por acción de la 

prostaglandina deshidrogenasa (Chiang & Serhan 2020). Sin embargo, los epímeros 

gatillados por aspirina, tienen la ventaja de ser más estables a la inactivación enzimática 
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que las moléculas endógenas (Sun et al., 2007) y han demostrado propiedades 

antiinflamatorias y proresolutivas prometedoras en el tratamiento de diversas patologías 

inflamatorias (Serhan & Levy 2018).  

 

Hay evidencia de que la administración exógena de lipoxinas o resolvinas reduce los 

procesos inflamatorios (Serhan et al., 2014; Fullerton & Gilroy 2016). Durante la 

infección con T. cruzi, lípidos proresolutorios como 15-epiLXA4 y RvD1 han sido 

asociados con una disminución de la inflamación y fibrosis, incrementando la 

sobrevivencia del hospedero en modelos murinos de CCC (González-Herrera et al., 2017; 

López-Muñoz et al., 2018). Por lo tanto, potenciar la resolución de la inflamación ofrece 

una oportunidad para mejorar las terapias existentes y limitar el estado perjudicial 

inducido por T. cruzi.  
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Figura 2. Esquema de las rutas biosintéticas de SPM y epímeros gatillados por aspirina. En el 

esquema se destacan: los ácidos grasos precursores de los SPM, las enzimas que median la 

biosíntesis (ciclooxigenasa – 2 (COX-2), lipoxigenasas (LOX), sistema microsomal P450 (P450)), 

los intermediarios generados en cada una de las rutas biosintéticas, los epímeros generados por 

acción de la COX-2 acetilada por aspirina, como también, las estructuras de los principales 

representantes de cada clase.  

 

 

 



26 
 

1.3.2 RECEPTORES DE SPM 

Las propiedades antiinflamatorias y proresolutivas de los SPM son traducidas por 

receptores acoplados a proteína G (GPCR). Hasta el momento, han sido identificados 

cinco receptores: FPR2/ALX, DRV1/GPR32, DRV2/GPR18, ERV1/ChemR23, BLT1 

(Park et al., 2020; Pirault and Bäck, 2018). A pesar de que cada SPM presenta actividad 

estereoselectiva por su receptor GPCR, hay cierto sobrelapamiento entre la señalización 

río abajo, vías de activación y funciones proresolutivas (Chiang & Serhan 2020).  

1.3.3 RECEPTOR DE LIPOXINA A4 O RECEPTOR FORMILPEPTIDO 2 

(ALX/FPR2) 

FPR2, es un receptor acoplado a proteína Gi (Zhuang et al., 2020), que inicialmente fue 

descubierto como receptor de productos bacterianos formilados (N-formil-metionina-

leucina-fenilalanina; NfMLF). Juega un rol importante en la defensa del hospedero, 

inflamación y resolución. Se expresa predominantemente en células del sistema inmune, 

como también en células endoteliales, fibroblastos y células epiteliales. Su expresión en 

superficie se incrementa tras estímulos proinflamatorios como TNFα o IL-8 (Park et al., 

2020; Caso et al., 2021). 

Tiene una destacada versatilidad, ya que puede ser activado por una variedad de ligandos 

de distinta naturaleza química como: lípidos y proteínas. (Park et al., 2020; Schmitz et al., 

2020) y, además, puede participar en procesos pro y antiinflamatorios dependiendo del 

ligando que lo active. De esta forma, FPR2 puede reconocer ligandos proinflamatorios, 

como: péptidos formilados derivados de bacterias, proteína amiloide A sérica (SAA) y 

péptido antimicrobiano humano LL-37, los cuales promueven la quimiotaxis de 

monocitos y neutrófilos, inducen la producción de quimioquinas en células endoteliales, 

monocitos y PMN, y median la producción de superóxido en neutrófilos, participando así 

en la respuesta inflamatoria. Por el contrario, FPR2 también reconoce mediadores 

proresolutivos, como: Lxs (LXA4 y 15-epi-LXA4), Rvs (RvD1 y AT-RvD1) y Anexina 

A1, a partir de los cuales participa en el término de la respuesta inflamatoria limitando la 

migración de los PMN, inhibiendo la biosíntesis de mediadores proinflamatorios, 

citoquinas y quimioquinas, e induciendo la liberación de citoquinas antiinflamatorias, 

entre otros efectos (Cattaneo et al., 2013; Caso et al., 2021). 



27 
 

En cuanto a la activación del FPR2, los ligandos proteicos y lipídicos se unen en distintos 

sitios del receptor FPR2, por ejemplo: la lipoxina A4 (LXA4) se unen al dominio 7 

transmembrana y al tercer bucle extracelular, mientras que ligandos peptídicos, como 

Annexina A1 o el péptido amiloide sérico A (SAA), se unen al dominio NH2-terminal 

(Tylek et al., 2021). Los efectos observados después de la activación de FPR2 incluyen la 

activación de las isoformas de fosfolipasa A2 (PLA2), fosfolipasa C (PLC), proteína 

quinasa C (PKC), fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), proteína quinasa B (Akt), mitógeno- vía 

de proteína quinasa activada (MAPK) así como p38, que modulan la proliferación, 

diferenciación, apoptosis, comunicación celular y otras funciones intracelulares (Tylek et 

al., 2021).  

La activación y tipo de respuesta desencadenada por FPR2 no solo está determinada por 

la naturaleza del ligando, sino también por la formación de homo y heterodímeros con 

otros miembros de la familia FPRs (FPR1 y FPR3). Se ha demostrado que ligandos 

proresolutivos como Annexina A1 y Lipoxina A4, inducen su homodimerización 

(FPR2/FPR2), mientras que, agonistas proinflamatorios como AC2-26 estimulan la 

heterodimerización (FPR1/FPR2) (Cattaneo et al., 2019). Sin embargo, el mecanismo de 

activación por agonistas pro y antiinflamatorios permanece sin dilucidarse completamente 

(Zhuang et al., 2020). Ligandos proinflamatorios de FPR2 desencadenan cascadas de 

señalización celular como incremento de la concentración de calcio intracelular, 

activación de PI3K y proteínas GTPasas pequeñas como RhoA (Cattaneo et al., 2013). 

Mientras que, la interacción con ligandos proresolutivos no produce cambios en la 

concentración de calcio intracelular y reduce los niveles de AMPc inducidos por 

forskolina (Ge et al., 2020).   

La actividad del receptor FPR2 es regulada gracias a la desensibilización mediada por β-

arrestina, frente péptidos proinflamatorios a concentraciones del rango nM, y a 

concentraciones del rango μM en caso de lípidos proresolutivos (Ge et al., 2020). Además, 

se ha reportado que se presenta un “cross-talk” con el receptor del Factor Activador 

Plaquetario (PAFR) y el receptor de ATP (P2Y2R), los cuales pueden inducir su 

reexposición en superficie y regresarlo a su estado activo (Gabl et al., 2014).  

En ausencia del receptor FPR2, modelos celulares han demostrado que se compromete el 

proceso resolutivo. En macrófagos se aprecia un deterioro de la eferocitosis estimulada 
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por LXA4 (Maderna et al., 2010), también, se reduce la apoptosis de PMN (Barnig et al., 

2013). Además, en modelos murinos, la ausencia del receptor FPR2 conduce a disfunción 

endotelial, disfunción diastólica, cardiomiopatía, obesidad, reducida supervivencia y 

envejecimiento (Tourki et al., 2020). Estos animales presentan una exacerbada respuesta 

inflamatoria frente a la estimulación con LPS, con una incrementada producción de 

citoquinas proinflamatorias (TNFα, IL-6, IFN-β e IFNγ) (Wang et al., 2018).  Después de 

un daño cardiaco, ratones FPR2-/- muestran una baja expresión de LOX y 

consecuentemente un mayor grado de inflamación tisular, además, los macrófagos 

muestran un deterioro de su función fagocítica, sugiriendo que el bloqueo de las funciones 

de FPR2 deteriora la biosíntesis de SPM amplificando la inflamación y el daño cardiaco 

(Tourki et al., 2020; Caso et al., 2021; Chiang & Serhan 2020). 

Es interesante que, siendo FPR2 un potencial blanco terapéutico por su relevancia en los 

procesos inflamatorios, hasta el momento son escasos los estudios acerca del rol de este 

receptor durante la EC y su participación en la respuesta inmune durante las distintas fases 

de la infección con T. cruzi. Debido a su versatilidad y a su rol en el balance de la 

respuesta inflamatoria, surge la propuesta de utilizar agonistas proresolutorios de este 

receptor en la fase crónica de la EC.  

1.3.4 RESOLVINA D1 GATILLADA POR ASPIRINA (AT-RVD1) 

AT-RvD1 presenta bioactividad a concentraciones entre picomolar y nanomolar. Sus 

acciones son mediadas por señalización vía receptor ALX/FPR2 y GPR32 (Chiang & 

Serhan, 2020; Pirault & Bäck 2018). 

Los efectos antiinflamatorios y acciones proresolutivas de AT-RvD1 han sido estudiados 

en diversos modelos experimentales de inflamación tanto in vitro como in vivo (Serhan et 

al., 2014). En modelos experimentales de colitis, AT-RvD1 se ha destacado por su 

efectividad en prevenir el daño del colon al reducir el infiltrado inflamatorio, citoquinas 

proinflamatorias (TNFα, IFNγ e IL-1β), quimioquinas, moléculas de adhesión vascular e 

inhibir una de las más importantes vías de señalización inflamatoria, la vía NFκB, al 

reducir la fosforilación de p65 mediante el receptor ALX/FPR2 (Bento et al., 2011). En 

enfermedades autoinmunes inflamatorias crónicas como el Síndrome de Sjögren, el 

tratamiento con AT-RvD1 disminuye la progresión de la enfermedad, mejora la función 
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secretoria glandular, reduce la expresión de genes proinflamatorios (citoquinas y 

quimioquinas) e induce la polarización de los macrófagos hacia un fenotipo proresolutivo 

(Wang et al., 2017). A nivel cardiovascular, se ha demostrado que de manera dosis 

dependiente disminuye el infiltrado de PMN, las moléculas de adhesión celular y vascular, 

la generación de especies reactivas de oxígeno y la expresión de genes proinflamatorios 

en células de músculo liso vascular (Miyahara et al., 2013). Con ello, AT-RvD1 reduce la 

migración de las células musculares lisas y la hiperplasia de la pared arterial, en modelos 

experimentales de aterosclerosis (Mottola et al., 2017). En modelos murinos de infarto 

agudo al miocardio, RvD1 reduce el infiltrado inflamatorio, la producción de citoquinas 

proinflamatorias y quimioquinas, reduce la expresión de genes profibróticos y disminuye 

los depósitos de colágeno, restableciendo la homeostasis del tejido y mejorando la función 

del ventricular (Kain et al., 2015). Recientemente se ha evidenciado que, RvD1 atenúa la 

inflamación y el remodelado cardiaco en un modelo experimental de hipertensión inducida 

por angiotensina II (Olivares-Silva et al., 2021).  

Las enfermedades cardiovasculares como, aterosclerosis, miocarditis, infarto agudo al 

miocardio, fibrilación auricular, entre otras, tienen en común un estado inflamatorio no 

resuelto que contribuye a la cronicidad, gravedad y morbilidad de la enfermedad. (Hiram, 

2022). Por lo tanto, mediadores proresolutivos de la inflamación como AT-RvD1 son, hoy 

en día, una prometedora estrategia terapéutica para estas patologías.  

1.3.5 MECANISMO DE ACCIÓN DE RVD1 Y AT-RVD1 

Aunque el mecanismo de acción de RvD1 y AT-RvD1 no se conoce detalladamente, se 

ha reportado que, en macrófagos, actúan inhibiendo la vía del factor nuclear κB (NFκB) 

en dos niveles; 1) disminuye la fosforilación de la proteína kinasa de IκB (IKKB) y con 

ello reduce la fosforilación y degradación proteasomal de p65, suprimiendo la traslocación 

nuclear de p65/p50 y la expresión de genes proinflamatorios, 2) mediante la actividad de 

ERK1/2, promueve la fosforilación y degradación proteasomal de p105 para generar 

subunidades p50, y con ello, la formación y traslocación nuclear del homodímero p50/p50, 

el cual actúa como represor transcripcional de genes proinflamatorios. Esto, se ha 

relacionado con una reducción en la expresión de TNFα e IL-1β, y un incremento de IL-
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10, promoviendo la eferocitosis de los macrófagos (Figura 3) (Lee et al., 2013; Gao et al., 

2017). 

Adicionalmente, se ha sugerido que las Rvs de la serie D y las maresinas fosforilan a la 

proteina GSK3β, la cual, tiene un rol crucial en la inflamación, ya que su actividad es 

necesaria para la producción de citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ, IL-1β e IL-6), 

en monocitos estimulados con LPS (Beurel et al., 2010).  Sin embargo, la fosforilación 

inhibitoria de GSK3β mediada por Rvs y maresinas, permite la expresión de IL10, la 

principal citoquina antiinflamatoria, mediante la actividad transcripcional de CREB (Gu 

et al., 2016). 

Como parte del mecanismo de acción de RvD1, se ha reportado que regula la expresión 

de cientos de genes involucrados en la inflamación y la respuesta inmune mediante micro-

RNAs (miRNAs). RvD1 controla miRNAs proresolutorios específicos: miR-21, miR-

146b, miR-208a y miR-219 in vivo. Los miRNAs de la familia miR-146 regulan la 

expresión de genes directamente relacionados con la respuesta inmune innata frente a 

patógenos, como, la proteína kinasa de IκB (IKKB) de la vía NFκB, el receptor de TNFα, 

receptores de reconocimiento de patógenos Toll like-receptors (TLRs), proteína C 

reactiva, citoquinas y quimioquinas (IL-8, IL-12, IFNγ, RANTES). Por otro lado, 

miR208a regula la expresión del receptor del Tromboxano A2, receptor de PGI2 y el 

supresor de tumor de muerte celular programada (PDCD4) que actúa como represor 

transcripcional de IL-10. RvD1 también regula miR-21, el cual promueve la sobrevida 

celular y proliferación por actuar sobre proteínas proapoptóticas como caspasa 3 y Bax 

(Recchiuti 2011; Krishnamoorty et al., 2012). 

Hasta el momento, estos antecedentes explicarían en parte sus efectos, ya que puede 

reducir la expresión de citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-12, IL-6) y 

quimioquinas, a la vez de incrementar la expresión de citoquinas antiinflamatorias como 

IL-10. Además, disminuye el infiltrado inflamatorio, promueve la eferocitosis de los 

macrófagos, la remoción de los PMN apoptóticos y la polarización de macrófagos a un 

fenotipo proresolutivo demostrando un impacto significativo en controlar la inflamación 

y promover la homeostasis de los tejidos (Lee et al., 2013; Gao et al., 2017). 
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Figura 3. Esquema resumen de los mecanismos de acción descritos hasta la fecha para RvD1. Se 

aprecia el receptor TLR-4 y la vía clásica de señalización NFκB, que induce la expresión de genes 

proinflamatorios. RvD1 inhibe la vía NFκB y promueve la formación de homodímeros p50/p50 

que actúan como represores de la transcripción de genes proinflamatorios (Lee et al., 2013; Gao et 

al., 2017)a. RvD1 inhibe la proteína GSK3β y esto permite la transcripción génica de IL10 mediante 

la activación de CREB (Gu et al., 2016)b. Adicionalmente, RvD1 induce la expresión de micro-

RNAs que modifican la expresión de genes proinflamatorios (Rechiuti et al., 2011)c. 

1.3.6 AT-RVD1 COMO TERAPIA DE LA EC 

Se ha evaluado el efecto de AT-RvD1 en células mononucleares de sangre periférica 

(PBMCs) provenientes de pacientes con CCC, demostrando que el tratamiento con este 

fármaco reduce las concentraciones de IFNγ liberado por PBMCs al ser estimuladas con 
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antígenos de T. cruzi. Además, se redujo la proliferación de las PBMC, sugiriendo un 

efecto supresor. Estos resultados destacan los efectos inmunomoduladores de AT-RvD1 

sobre PBMC de pacientes con CCC, lo cual podría ser beneficioso para reducir el daño 

cardíaco (Ogata et al. 2016). 

Recientemente, Horta y cols., publicaron el efecto de RvD1 en ratones infectados con T. 

cruzi, donde se demostró que tres administraciones aisladas de RvD1 durante la fase 

crónica reduce el infiltrado inflamatorio y la fibrosis cardíaca (Horta et al., 2020). No 

obstante, hasta el momento, no se ha estudiado el efecto de AT-RvD1 en un modelo 

murino de CCC, durante la fase crónica temprana, ni se ha comparado sus propiedades 

con respecto a las terapias tripanocidas existentes como el benznidazol, lo que daría lugar, 

en un futuro, a la evaluación de esquemas terapéuticos que puedan prevenir la progresión 

del daño cardíaco y alcanzar la eliminación del parásito. Además, hasta el momento se 

desconoce el rol de FPR2 en la mediación de los efectos proresolutivos y antiinflamatorios 

de AT-RvD1 en la CCC.  

Considerando que: a) los tratamientos actualmente utilizados para la EC crónica, como el 

benznidazol, no limitan el progreso de la cardiomiopatía, b) la inflamación crónica es un 

factor determinante en el deterioro del tejido y el progreso de la CCC, c) AT-RvD1 ha 

demostrado propiedades antiinflamatorias y proresolutivas en modelos experimentales de 

enfermedades inflamatorias crónicas, contrarresta la producción de citoquinas y 

mediadores proinflamatorios hacia un medio antiinflamatorio, reduciendo el infiltrado 

inflamatorio y el daño tisular, además de ser más estable a la inactivación enzimática que 

el epímero endógeno Resolvina D1, entonces, se propone una estrategia terapéutica 

orientada a la modulación de la respuesta inflamatoria del hospedero, promoviendo la 

resolución de la inflamación crónica presente en la CCC, con la finalidad de disminuir el 

deterioro del miocardio y prevenir la progresión de la CCC.  Por lo que se postula la 

siguiente hipótesis: 
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2. HIPÓTESIS 

En la infección crónica con T. cruzi el tratamiento con AT-RvD1 mediante el receptor 

FPR2, reduce la expresión de las citoquinas proinflamatorias TNFα, IFNγ e IL-1β e 

incrementa la expresión la citoquina antiinflamatoria IL-10, disminuyendo el infiltrado 

celular y las alteraciones histopatológicas y electrocardiográficas, limitando la progresión 

de la CCC, en ratones C57BL/6. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL  

Estudiar el efecto de AT-RvD1 durante la infección crónica con T. cruzi, sobre el perfil 

de expresión de citoquinas pro y antiinflamatorias, así como también, sobre el infiltrado 

celular, las alteraciones histopatológicas y eléctricas en el tejido cardiaco, en un modelo 

murino de CCC. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1 Determinar el efecto de AT-RvD1, mediado por el receptor FPR2, sobre la 

expresión de citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ e IL-1β) y 

antiinflamatorias (IL-10) en el tejido cardiaco de ratones C57BL/6 infectados 

crónicamente con T. cruzi.   

3.2.2 Demostrar el efecto de AT-RvD1, mediado por el receptor FPR2, sobre el 

infiltrado inflamatorio, hipertrofia y fibrosis del tejido cardiaco, en el modelo 

murino de CCC.  

3.2.3 Demostrar el efecto de AT-RvD1, mediado por el receptor FPR2, sobre las 

alteraciones electrocardiográficas en ratones C57BL/6 infectados 

crónicamente con T. cruzi.   
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1 ANIMALES 

Se utilizaron ratones C57BL/6 silvestres (WT) y transgénicos para el receptor FPR2/ALX 

(FPR2-/-), de 8 a 10 semanas de edad, los cuales fueron mantenidos con comida y agua ad 

libitum, en las instalaciones de Cuidados de Animales del Instituto de Ciencias Biológicas, 

de la Universidad Federal de Minas Gerais, Brasil. El manejo de los animales fue de 

acuerdo con la “Guía para el manejo y cuidado de los animales de laboratorio”. Se 

distribuyeron aleatoriamente siguiendo una proporción de 2 a 3 animales por caja, en un 

ambiente controlado de temperatura constante y ciclos de 12 horas día/noche. Todos los 

protocolos usados en este proyecto fueron aprobados por el comité de bioética tanto del 

Instituto de Ciencias Biológicas de la Universidad Federal Minas Gerais (UFMG), así 

como también por el comité de bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile, bajo el protocolo 1078 FMUC del año 2019 respaldado por el proyecto 

FONDECYT 1170126, por cuanto el número de ratones, la infección con T. cruzi y 

duración de los tratamientos coinciden con los planteados en el presente proyecto. 

4.2 OBTENCIÓN DE PARASITOS E INFECCIÓN CON T. cruzi 

1x105 tripomastigotes de T. cruzi de la cepa Dm28c, obtenidos a partir de cultivos de 

células Vero infectadas, fueron inoculados intraperitonealmente en ratones C57BL/6. En 

el pico de la parasitemia, se recogió y combinó la sangre de varios donantes y se contaron 

los parásitos mediante visualización directa de una gota de sangre en el microscopio 

óptico. Finalmente, los tripomastigotes se suspendieron en solución salina estéril y se 

inyectó una suspensión de 1x103 tripomastigotes en 100 µL en cada animal de 

experimentación. Después de la aleatorización, los animales se dividieron en grupos de 

cinco para conformar los grupos de control sano, y de ocho animales para los grupos de 

infección y tratamientos. La confirmación de la infección por T. cruzi se determinó 

mediante visualización microscópica directa de tripomastigotes circulantes en muestras 

de sangre periférica obtenidas de la punta de la cola desde el tercer día después de la 
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infección. Posteriormente, se continuó el registro de la parasitemia cada dos días hasta que 

no se detectó parásitos en sangre periférica (Molina-Berrios et al., 2013a). 

4.3 TRATAMIENTOS 

Ratones C57BL/6 WT y FPR2-/- infectados con T. cruzi, fueron tratados con Resolvina D1 

gatillada por aspirina (AT-RvD1) 5 μg/Kg/día (Cayman Chemicals®, EE. UU.) 

administrado por vía intraperitoneal o benznidazol 30 mg/Kg/día (Abarax - Laboratorio 

Elea, Argentina) administrado por vía oral (sonda de gavage).  En cuanto a la preparación 

de los fármacos, AT-RvD1 se disolvió en etanol al 0.01% y el benznidazol se disolvió en 

una suspensión de carboximetilcelulosa al 0,5%. Los tratamientos se administraron 

durante 20 días, desde el día 40 hasta el 60 p.i. El día 60 p.i., los animales se sacrificaron 

con una mezcla de 100 mg/Kg de ketamina y 10 mg/Kg de xilacina, y luego, se extrajo 

sangre y corazón de cada uno de los animales. Los corazones se dividieron en dos, donde, 

cada mitad correspondía mayormente a cavidades ventriculares. De esta manera, una 

mitad fue fijada en formaldehído al 4% en solución salina tamponada con fosfato 0,1 M 

(PBS; pH 7,3) y la otra mitad en TRIzol™ (Invitrogen, EE.UU.) para realizar análisis 

histológicos y RT-qPCR, respectivamente.  

 

 

Figura 4. Esquema de infección y tratamiento del modelo experimental utilizado.  

 

4.4 ELISA  

Se recolectaron muestras de sangre periférica de ratones C57BL/6 mediante una punción 

submandibular los días 20 y 40 p.i. Adicionalmente, el día 60 p.i, se extrajo sangre 



37 
 

completa después de la eutanasia. Esta sangre se centrifugó y el suero resultante fue 

almacenado a -80 °C hasta ser analizado. A partir de estas muestras de suero se determinó 

la concentración de TNFα (Cat. No. 430904, Biolegend ®), IL-1β (Cat. No. 432604, 

Biolegend ®), IFNγ (R&D Systems ®) e IL-10 (Cat. No. 431414, Biolegend ®). La 

cuantificación de citoquinas se realizó mediante ELISA utilizando anticuerpos 

monoclonales de ratón específicos del ELISA Max Deluxe Set para TNFα, IFNγ, IL-1β e 

IL-10 de ratón (Biolegend, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las placas 

de ELISA se leyeron a 450 nm en un lector de microplacas Biotek Elx800 (Winooski, EE. 

UU.). Todas las muestras se analizaron por duplicado. 

4.5 TRANSCRIPCIÓN INVERSA Y REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA CUANTITATIVA (RT-qPCR). 

Para medir la expresión génica de citoquinas, marcadores de inflamación, hipertrofia y 

fibrosis en el tejido cardiaco, los corazones de los animales fueron homogeneizados y se 

extrajo el RNA total usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen®,USA), seguido de su 

purificación mediante un kit de columna para la extracción de RNA (Thermofisher, 

PureLink RNA Mini Kit), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El DNA 

complementario (cDNA) se sintetizó a partir de 600 ng de RNA total mediante 

transcripción inversa utilizando transcriptasa inversa M-MLV y random primers 

(Invitrogen). Las reacciones de qPCR se realizaron con SYBR® Green PCR Master Mix 

(Bioline®), cada mezcla de reacción contenía 150 nM de cada partidor (forward and 

reverse), 1 ng de cDNA de las muestras, 7 μL de SensiMix® SYBR Green Master Mix 

(Bioline ®) y H2O para un total de 15 μL. Se utilizaron los partidores indicados en la 

Tabla 1. La amplificación se realizó en un detector de secuencias ABI Prism 7300 

(Applied Biosystems®, EE. UU.). El programa de ciclos fue el siguiente: un paso de 

desnaturalización a 95 ° C durante 3 min y 40 ciclos de amplificación de 95 ° C (15 s), 60 

° C (15 s) y 72 ° C (30 s). El paso final fue una etapa de disociación que osciló entre 60 y 

95 ° C (100 s). Cada muestra se realizó en duplicado y la expresión génica relativa se 

analizó utilizando el método del doble control comparativo (∆∆Ct) (55). Los niveles de 

RNA se relativizaron utilizando GAPDH como gen constitutivo. 
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Target Especie Secuencia (5'-3') 

IL-1β Mus musculus 
F TGCCACCTTTTGACAGTGATG 

R GTGCTGCTGCGAGATTTGAA 

IL-10 Mus musculus 
F ACCTGGTAGAAGTGATGCCC 

R ACAGGGGAGAAATCGATGACAG 

TNFα Mus musculus 
F TAGCCCACGTCGTAGCAAAC 

R ACAAGGTACAACCCATCGGC 

IFNγ Mus musculus 
F GAGGAACTGGCAAAAGGATGGTG 

R GCTGATGGCCTGATTGTCTTTC 

ANP Mus musculus 
F GGGCTTCTTCCTCGTCTTGG 

R GTGGTCTAGCAGGTTCTTGAAAT 

BNP Mus musculus 
F CAGAGCAATTCAAGATGCAGAAGC 

R CTGCCTTGAGACCGAAGGAC 

VCAM Mus musculus 
F CGTGGACATCTACTCTTTCCCC 

R GCCAAACACTTGACCGTGAC 

ICAM Mus musculus 
F CCATCACCGTGTATTCGTTTCC 

R CAGTATCTCCTCCCCACGGA 

αSMA Mus musculus 
F ACGCCAGCCTCTGAAACTAGA 

R GCCGTTGTCACACACAAGAG 

GAPDH Mus musculus 
F GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC 

R ATGAAGGGGTCGTTGATGGC 

Tc18S rRNA T. cruzi 
F TGGAGATTATGGGGCAGT 

R GTTCGTCTTGGTGCGGTCTA 

Tabla 1. Partidores utilizados en los ensayos de RT-qPCR. 

4.6 CARGA PARASITARIA  

La presencia de parásitos viables en el tejido cardíaco se evaluó mediante la amplificación 

del RNA 18S de T. cruzi. Para este propósito, se aisló el RNA total de los corazones 

usando TRIzol ™, seguidamente, se purificó a través de un kit de columna para la 

extracción de RNA (Thermofisher, PureLink RNA Mini Kit) y se sintetizó el ADNc como 

se detalló anteriormente. Las reacciones para RT-qPCR se prepararon como se describió, 

utilizando los primers indicados en la Tabla 1. La amplificación se realizó en un detector 
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de secuencia ABI Prism 7300 (Applied Biosystems®, EE. UU.), y se aplicó el método de 

curva estándar.  

La curva de calibración fue construida a partir de 1 x 108 tripomastigotes de T. cruzi 

(DM28c), los cuales, fueron diluidos en serie para proporcionar una curva logarítmica en 

un rango de 1 a 108 parásitos equivalentes. Una vez obtenidas las diluciones de parásitos, 

se extrajo el RNA a cada una de ellas y se sintetizó el cDNA correspondiente. Al realizar 

la PCR cuantitativa se pudo construir una gráfica de Ct en función del número de parásitos, 

y en base a esta curva, se pudo obtener la carga parasitaria en el corazón de los animales.   

4.7 HISTOLOGÍA  

Los corazones se fijaron en formaldehido 4% (pH 7.3) por 24 horas a temperatura 

ambiente. Luego, se deshidrataron con un gradiente de etanol 50 a 100%, se clarificaron 

con xilol y fueron embebidos en parafina. Posteriormente, se realizaron cortes de 5 µm 

para realizar las tinciones; i) Hematoxilina y eosina para observar la infiltración celular y 

el área transversal de las fibras musculares cardiacas, ii) tinción con rojo picro-sirio para 

observar los depósitos de colágeno. Las imágenes se obtuvieron en un microscopio BX43 

(Olimpus ®), con el cual se capturaron 5 campos aleatorios no consecutivos por corazón. 

Las imágenes fueron analizadas mediante el software Image J®.  

Para el análisis del infiltrado celular se cuantificaron los núcleos presentes en cinco 

campos de cada corazón. En cada campo se obtuvo el número de núcleos por área de 

tejido, considerando eliminar las áreas vacías o libres de tejido de cada campo. En el 

análisis del área transversal de los cardiomiocitos, solo se incluyeron fibras musculares 

con bordes bien definidos y un núcleo en su interior. Para el análisis de la fibrosis, en los 

portaobjetos teñidos con rojo picro-sirio, se cuantificaron los píxeles de coloración roja 

correspondiente a colágeno en el tejido cardíaco, en cinco campos por animal. 
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4.8 INMUNOFLUORESCENCIA 

4.8.1 Inmunotinción p65 

Para determinar la activación de la vía de señalización NFκB, cortes de tejido cardíaco 

fueron incubados con el anticuerpo anti-NFκB p65 (D14E12 Rabbit mAb #8242, Cell 

Signaling) en una dilución 1:75. Seguidamente, se incubó con el anticuerpo secundario 

anti-rabbit IgG conjugado con Alexa 488 (Cell Signaling Technology #4412S) en una 

dilución 1:1000. Posteriormente, los tejidos fueron incubados con DAPI (4, 6-diamidino-

2-phenylindole, Molecular Probes; 1 mg DAPI/ml) con el objetivo de identificar los 

núcleos celulares. Finalmente, los tejidos fueron recubiertos y sellados con medio de 

montaje (ProLong™ Diamond Antifade Mountant, Thermo Fisher). Las imágenes fueron 

obtenidas por microscopía confocal (Microscopio confocal C2 plus, servicio Facility 

ICBM). Se obtuvieron imágenes de 5 campos aleatorios por corazón, cada campo fue 

capturado a lo largo del eje z, en al menos 10 slides, y a partir de las mismas, se cuantificó 

la colocalización de p65 y DAPI, por cada condición experimental, utilizando el software 

ImageJ 1.47v. 

4.8.2 Inmunotinción CD4+ IFNγ+ 

Para determinar la proporción de células CD4+ productoras de IFNγ, cortes de corazón 

fueron incubados con: i) anticuerpo anti-IFNγ (Goat Ab AF-585-NA, R&D systems, 

byotechne ®) en una dilución 1:100, y ii) anticuerpo monoclonal Anti-CD4 (D7D2Z 

Rabbit mAB #25229, Cell Signaling Technology) en una dilución 1:100. Seguidamente, 

los cortes de tejido fueron incubados con anticuerpos secundarios: anti-goat IgG 

conjugado a FITC (#31509, Thermo Fisher Scientific), en una dilución 1:400 y anti-rabbit 

IgG conjugado a Alexa 594 (#8889, Cell Signaling Technology), en una dilución 1:1000.  

Posteriormente, los tejidos fueron incubados con DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole, 

Molecular Probes; 1 mg DAPI/ml) con el objetivo de identificar los núcleos celulares. 

Finalmente, los tejidos fueron recubiertos y sellados con medio de montaje (ProLong™ 

Diamond Antifade Mountant, Thermo Fisher). Las imágenes fueron obtenidas por 

microscopía confocal (Microscopio confocal C2 plus, servicio Facility ICBM). Se 

obtuvieron imágenes de 5 campos aleatorios por corazón, y a partir de las cuales, se 
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cuantificaron las células CD4+ productoras de IFNγ por cada condición experimental, 

utilizando el software ImageJ 1.47v. 

4.9 ELECTROCARDIOGRAMA (ECG) 

Los electrocardiogramas fueron leídos con un electrocardiógrafo no invasivo de seis 

canales (ECG-PC versión 2.07, Tecnología electrónica de Brasil (TEB), Belo Horizonte, 

MG, Brasil), durante 3 minutos. Los ratones fueron levemente anestesiados con 

isofluorano 2.5% y mantenidos con isofluorano 1.5% (VetCase - Incotec, Serra/ES, 

Brasil). Los roedores se colocaron en posición de decúbito dorsal sobre una mesa de 

madera cubierta con material plástico; Se aplicó gel electrocardiográfico y se colocaron 

cuatro electrodos de pinza de cocodrilo en la piel de las extremidades anteriores y 

posteriores. Todos los procedimientos se realizaron en una habitación tranquila para 

minimizar el estrés. Para el análisis del trazado del ECG, todos los ECG fueron realizados 

y analizados por el mismo veterinario de acuerdo con métodos estándar. Se registraron 

trazados en seis derivaciones del plano frontal, con 50 mm/s de velocidad. En cada 

trazado, se seleccionaron tres segmentos, que contenían cinco latidos (derivación II) por 

su calidad (línea de base limpia sin artefactos) y valores medios para la frecuencia cardíaca 

(FC), y se determinó la duración de los intervalos y ondas. Los parámetros evaluados 

fueron frecuencia cardíaca, onda P, complejo QRS, intervalos PR y QT. Los valores 

corregidos de QT se obtuvieron a partir de la ecuación de Bazzet:  

 

  

𝑄𝑇𝑐 =
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙𝑜 𝑄𝑇 (𝑠𝑒𝑔)

𝑅𝑅 (𝑐𝑖𝑐𝑙𝑜 𝑐𝑎𝑟𝑑𝑖𝑎𝑐𝑜 𝑠𝑒𝑔)
 

 

 

Figura 5. Trazado electrocardiográfico y ecuación de Bazzet. A la izquierda se detalla el conjunto 

de ondas e intervalos que conforman el trazado electrocardiográfico. A la derecha se encuentra la 

ecuación de Bazzet utilizada para el cálculo del intervalo QT corregido.  
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4.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para todos los experimentos, los datos representan las medias y las desviaciones estándar 

del experimento, cuyo tamaño de la muestra varia de n=5 (grupos control) a n=8 (grupos 

infectados y/o tratados), dependiendo del análisis. Todos los datos fueron inicialmente 

analizados con la prueba de normalidad Shapiro-Willk. Una vez confirmada la 

distribución normal de los datos, el análisis de varianza se realizó con ANOVA de dos 

vías seguido de un post test de Tukey. Este análisis se utilizó para evaluar cambios tanto 

en ratones silvestres como transgénicos y a su vez para comparar entre los genotipos 

cambios inducidos por la infección o por los tratamientos. Un valor de p ≤ 0,05 fue 

considerado estadísticamente significativo. La supervivencia de los ratones de los 

distintos grupos se analizó por el método de Mantel-Cox, el cual utiliza el análisis 

estadístico log-rang. Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software 

Prisma 8.0 (GraphPad Prism, USA). 
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5. RESULTADOS 

5.1 VALIDACIÓN DEL MODELO MURINO DE EC CRÓNICA. 

Con la finalidad de validar el establecimiento de un modelo murino para la EC crónica, se 

determinó la progresión de la parasitemia y la sobrevida de los ratones C57BL/6 WT y 

FPR2-/- infectados con la cepa Dm28c de T. cruzi (Figura 6). En cuanto a la parasitemia, 

se puede observar que, tanto en los ratones WT como en los FRP2-/- se detectaron parásitos 

en sangre desde el día 9 postinfección (p.i) hasta el día 40 p.i, (Figura 6A). La cinética 

general durante la fase aguda fue similar entre ratones WT y FPR2-/-, aunque el peak de 

parasitemia (día 27 p.i) fue menor en los ratones FPR2-/-. Además, las tasas de 

supervivencia fueron altas para todos los ratones hasta el final del experimento (Figura 

6B), independientemente de su background genético, lo que confirma el establecimiento 

una infección crónica por T. cruzi con una baja mortalidad. 

 

 

Figura 6. Parasitemia y supervivencia en ratones C57BL/6 Wild-type (WT) o knockout para FPR2 

(FPR2-/-) infectados con T. cruzi (Dm28c). A) Niveles de parásitos en sangre. Los datos se expresan 

como la media ± DS de quince animales por grupo experimental. Se realizó ANOVA de dos vías 

para identificar diferencias significativas; **** p≤0,0001. B) Supervivencia. Los datos representan 

el porcentaje de individuos supervivientes en cada punto de observación y el análisis estadístico 

corresponde a un test de Log-rank (Mantel-Cox).  

Como parte de la validación del modelo experimental, se determinaron los niveles séricos 

de citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ, IL-1β) y antiinflamatorias (IL-10) en los días 

20, 40 y 60 p.i, en ratones WT y FPR2-/- infectados con T. cruzi (Figura 7A, C, E y G). 
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Inicialmente, entre los ratones WT y FPR2-/- sanos hubo diferencias en los niveles séricos 

de citoquinas; detalladamente, los ratones FPR2-/- sanos presentaron niveles elevados de 

TNFα e IL-10 en comparación con WT sanos. A los 20 días postinfección (d.p.i), se 

observa un incremento significativo de todas las citoquinas estudiadas en ratones WT y 

FPR2-/-, producto de la infección. Sin embargo, se puede destacar que, la magnitud de la 

respuesta inmune en ratones WT fue mayor que en FPR2-/-, especialmente en los niveles 

de TNFα, IFNγ e IL-10 al día 20 p.i.  (Figura 7B, D, F y H). Además, se observa que, al 

día 40 p.i, los ratones WT infectados mantienen niveles ligeramente aumentados de TNFα 

(Figura 7A-B) e IFNγ (Figura 7C-D) en comparación con su control sano, mientras que, 

en los ratones FPR2-/-, solo se mantuvo aumentado el IFNγ. Así, en conjunto, tanto los 

ratones WT como los FPR2-/- responden frente al parásito con una intensa producción de 

citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ, IL-1β) y antiinflamatorias (IL-10), y aún al 

iniciar la fase crónica se mantienen levemente incrementadas las citoquinas 

proinflamatorias, sin embargo, entre los ratones WT y FPR2-/- difieren en la magnitud de 

la respuesta frente al parásito (Figura 7).   

 



45 
 

 

Figura 7. Niveles de citoquinas en ratones infectados con T. cruzi a 20, 40 y 60 d.p.i. Las 

concentraciones de TNFα (A-B), IFNγ (C-D), IL-1β (E-F) e IL-10 (G-H) se cuantificaron en el 

suero de ratones C57BL/6 no infectados e infectados con T. cruzi a los 20, 40 y 60 días 

postinfección (d.p.i), mediante ensayos de ELISA. Los datos se expresan como la media ± DS de 

un experimento de 5 animales por grupo experimental. Se realizó un ANOVA de dos vías, seguido 

del post-test de Tukey para identificar diferencias significativas. * indican diferencias significativas 

entre los ratones WT infectados y los ratones FPR2-/- infectados. #  indica diferencias significativas 

entre WT sano y WT infectado. $ indican diferencias significativas entre FPR2-/- sano y FPR2-/- 

infectado. * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001, **** p≤0,0001 
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5.2 EFECTO DE AT-RVD1 SOBRE LA RESPUESTA INMUNE EN EL MODELO 

MURINO DE EC CRÓNICA. 

5.2.1 AT-RvD1 reduce los niveles séricos de IFNγ e IL-1β en ratones C57BL/6 

infectados con T. cruzi, en una acción mediada por FPR2. 

El efecto de AT-RvD1 sobre la inflamación en la EC crónica se evaluó midiendo los 

niveles de citoquinas séricas al final de los tratamientos (60 d.p.i.). Así y de acuerdo con 

un estado inflamatorio crónico, los niveles séricos de citoquinas proinflamatorias como 

TNFα (Figura 8A), IFNγ (Figura 8B) e IL-1β (Figura 8C) se encontraron aumentados 

como resultado de la infección en ratones WT y FPR2-/-. Inesperadamente, AT-RvD1 no 

redujo los niveles séricos de TNFα en ratones WT (Figura 8A); sin embargo, si redujo 

significativamente los niveles séricos de IFNγ (Figura 8B) e IL-1β (Figura 8C), 

alcanzando niveles similares a los del control sano. Aparentemente, este efecto fue 

mediado por el receptor FPR2, porque en los ratones FPR2-/-, AT-RvD1 no modificó los 

niveles de IFNγ e IL-1β. Adicionalmente, el tratamiento con AT-RvD1 mostró una 

tendencia a incrementar los niveles séricos de IL-10 (Figura 8D); sin embargo, no fue 

estadísticamente significativo (p=0.0842). Con respecto al benznidazol, este tratamiento 

no afectó los niveles séricos de las citoquinas analizadas.  
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Figura 8. Niveles séricos de citoquinas en ratones infectados con T. cruzi y tratados con AT-RvD1 

o benznidazol (Bz) (60 d.p.i). Las concentraciones de TNFα (A), IFNγ (B), IL-1β (C) e IL-10 (D) 

a nivel sérico se cuantificaron mediante ensayos de ELISA. Los datos se expresan como la media 

± DS de cinco animales por grupo experimental. Se realizaron un ANOVA de dos vías seguido de 

un post-test de Tukey para identificar diferencias significativas. * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001, 

**** p≤0,0001 

5.2.2 AT-RvD1 contrarresta el ambiente proinflamatorio a nivel cardiaco, reduce 

la expresión de IL-1β y TNFα e incrementa la expresión de IL-10. 

Debido a que los niveles séricos de citoquinas reflejan un estado inflamatorio sistémico 

a raíz de la infección, fue necesario determinar qué ocurre a nivel cardíaco. Por lo tanto, 

se midió el efecto de AT-RvD1 sobre la respuesta inmune en el tejido cardíaco 

determinando los niveles relativos de RNA mensajero de citoquinas después de 20 días 

de tratamiento (60 d.p.i). En la Figura 9 se puede observar que los niveles de RNA 

mensajero de las citoquinas proinflamatorias TNFα (Figura 9A), IFNγ (Figura 9B) e IL-

1β (Figura 9C) aumentaron en ratones WT y FPR2-/- infectados. Mientras que, en ratones 

WT y FPR2-/-, el tratamiento con AT-RvD1 previene el aumento de TNFα causado por 

la infección, pero no reduce significativamente IFNγ. Curiosamente, ratones WT y  
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FPR2-/-, tratados con AT-RvD1 presentan un aumento significativo de los niveles de 

expresión de IL-10 (Figura 9D). Estos efectos son mediados parcialmente por FPR2, ya 

que en su ausencia aún se produce secreción de IL-10, pero en menor magnitud (p<0.01). 

Por último, en comparación con AT-RvD1, el tratamiento con benznidazol no modifica 

los niveles de RNA mensajero de las citoquinas estudiadas. 

   

 

Figura 9. Niveles de RNA mensajero de citoquinas en tejido cardíaco de ratones infectados con T. 

cruzi y tratados con AT-RvD1 o benznidazol (Bz) (60 d.p.i). Niveles de RNA mensajero (mRNA) 

de TNFα (A), IFNγ (B), IL-1β (C) e IL-10 (D) obtenidos a partir de tejido cardíaco de ratones 

C57BL/6 sanos, infectados con T. cruzi y tratados con AT-RvD1 o benznidazol, obtenido por RT-

qPCR. Los datos se expresan como la media ± DS de un experimento (n = 5). Se realizó un ANOVA 

de dos vías y una prueba posterior de Tukey para identificar diferencias significativas. * p≤0,05, 

** p≤0,01, *** p≤0,001, **** p≤0,0001 

 

Para determinar si el efecto de AT-RvD1 se debe a cambios en las poblaciones celulares 

que infiltran el tejido cardíaco, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia dirigido a la 

identificación de células CD4+ productoras de IFNγ. Se observó, un incremento 
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significativo en la presencia de células CD4+ productoras de IFNγ en los infiltrados 

celulares, tanto en los ratones WT como FPR2-/-. Tras el tratamiento con AT-RvD1, es 

posible notar que, en los ratones WT el infiltrado celular presentó una menor proporción 

de células CD4+ productoras de IFNγ. Este efecto podría estar mediado por el receptor 

FPR2, ya que, en su ausencia no varía significativamente la proporción de células CD4+ 

IFNγ+ en los infiltrados celulares, con respecto a la infección. Por último, el tratamiento 

con benznidazol no redujo significativamente la presencia de células CD4+ IFNγ+ en los 

infiltrados celulares presentes en el tejido cardíaco de los ratones WT y FPR2-/-. 
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Figura 10. AT-RvD1 reduce la presencia de células CD4+ productoras de IFNγ en los infiltrados 

celulares del tejido cardíaco de ratones infectados crónicamente con T. cruzi. Ratones C57BL/6 

WT y FPR2-/- fueron infectados y tratados con AT-RvD1 o benznidazol durante 20 días (60 d.p.i). 

A) En cortes de tejido cardiaco se analizó la presencia de células CD4+ y la producción de IFNγ 

mediante la técnica inmunofluorescencia. En el panel se muestran imágenes representativas de 

tejido cardiaco con inmunotinción para IFNγ (verde), CD4 (rojo) y tinción nuclear (azul). Las 

ampliaciones muestran células CD4+ productoras de IFNγ. Las imágenes son representativas de un 

experimento de 5 animales por grupo experimental.  B) Número de células CD4+ productoras de 

IFNγ+ (CD4+ IFNγ+) por campo. Los datos se expresan como la media ± DS de cinco animales por 

grupo experimental. Se realizó un ANOVA de dos vías y una prueba posterior de Tukey para 

identificar diferencias significativas. **p≤0,01; *** p≤0,001. Barra de escala = 20μm. 

5.2.3 AT-RvD1 reduce la translocalización nuclear de p65 en el tejido cardíaco de 

ratones C57BL/6 crónicamente infectados con T. cruzi, por acción sobre 

FPR2. 

Las propiedades antiinflamatorias y proresolutivas de AT-RvD1 se han explicado por la 

inhibición de la vía de señalización NFκB (Lee et al., 2013; Gao et al., 2017), por lo que 

se evaluó mediante inmunofluorescencia y microscopía confocal la translocación nuclear 

de p65 como marcador de activación de esta vía (Figura 11). De acuerdo con un estado 

inflamatorio crónico, los ratones WT y FPR2-/- infectados mostraron un incremento en el 

porcentaje de localización nuclear de p65 en el tejido cardíaco. El tratamiento con AT-

RvD1 redujo el porcentaje de localización nuclear de p65 en los ratones WT. AT-RvD1 

previene la translocación nuclear de p65, comprobando que la acción antiinflamatoria vía 

NFκB en este modelo esta mediada por FPR2. De la misma manera, el tratamiento con 
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benznidazol redujo significativamente el número de núcleos p65+ en los ratones WT 

(Figura 11B). 
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Figura 11. Localización nuclear de p65 en tejido cardíaco de ratones infectados con T. cruzi (60 

d.p.i) y tratados con AT-RvD1 o benznidazol (Bz) por 20 días. A) Se muestran imágenes 

representativas de tejido cardíaco con inmunotinción para p65 (verde) y tinción nuclear (azul). Las 

flechas blancas señalan colocalización de p65 a nivel nuclear. B) Porcentaje del número de núcleos 

que muestran colocalización con p65. Los datos se expresan como la media ± DS de cinco animales 

por grupo experimental. Se realizó un ANOVA de dos vías y una prueba posterior de Tukey para 

identificar diferencias significativas. * p≤0,05, **p≤0,01. Barra de escala = 20μm. 

5.3 EL TRATAMIENTO CON AT-RVD1, MEDIANTE EL RECEPTOR FPR2, 

REDUCE EL INFILTRADO INFLAMATORIO, HIPERTROFIA Y FIBROSIS 

DEL TEJIDO CARDIACO, EN EL MODELO MURINO DE CCC. 

5.3.1 AT-RvD1 reduce el infiltrado inflamatorio en el tejido cardíaco de los 

ratones infectados con T. cruzi, mediante el receptor FPR2. 

En la CCC, la inflamación crónica es un factor determinante en el deterioro de la 

arquitectura cardíaca. Por esto, se cuantificó la celularidad en secciones de tejido cardíaco 

para evaluar el efecto de AT-RvD1 sobre el infiltrado celular. Para ello, se realizó un 

análisis histológico con hematoxilina-eosina y se cuantificaron los núcleos celulares en 

relación con el área de tejido (Figura 12A). Los ratones WT y FPR2-/- infectados con T. 

cruzi al día 60 p.i. mostraron infiltrados inflamatorios focales y una mayor celularidad en 

el tejido cardíaco y como resultado del tratamiento con AT-RvD1, se redujo 

significativamente el infiltrado celular en el tejido (Figura 12B). La ausencia del receptor 

FPR2 perjudicó la reducción del infiltrado celular, lo que sugiere a este receptor como 
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mediador de este efecto. Además, el efecto de AT-RvD1 en la reducción del infiltrado 

inflamatorio fue más significativo que el obtenido con benznidazol por sí solo.  

Estas observaciones se confirman al determinar los niveles de RNA mensajero 

correspondiente a VCAM e ICAM, moléculas de adhesión celular que facilitan la 

migración transendotelial y el infiltrado celular (Figura 12C-D, respectivamente). Como 

resultado, VCAM e ICAM aumentan significativamente en ratones WT y FPR2-/- 

infectados (60 d.p.i.) y en concordancia con el análisis de celularidad, el tratamiento con 

AT-RvD1 redujo significativamente ambos marcadores moleculares en los ratones WT. 

Sin embargo, la actividad del receptor es responsable del efecto sobre VCAM, no así sobre 

ICAM, ya que en ausencia de FPR2, AT-RvD1 no reduce la expresión génica de VCAM, 

pero sí de ICAM, sugiriendo la participación de vías alternativas en la mediación de este 

efecto. Por otro lado, el tratamiento con benznidazol no modificó los niveles de RNA 

mensajero de estos marcadores de activación endotelial.  
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Figura 12. AT-RvD1 reduce el infiltrado celular en el tejido cardíaco de ratones C57BL/6 

infectados crónicamente con T. cruzi. A) Imágenes representativas de tejido cardíaco teñidas con 

hematoxilina-eosina de ratones C57BL/6 infectados con T. cruzi y tratados con AT-RvD1 o 

benznidazol a las dosis indicadas. Las ampliaciones destacan la celularidad en cada grupo 

experimental. B) Análisis cuantitativo de celularidad en tejidos cardíacos de cinco campos por 

animal. C-D) Niveles de RNA mensajero (mRNA), determinados por RT-qPCR, de las moléculas 

de adhesión celular VCAM e ICAM, en tejido cardíaco de ratones C57BL/6 infectados con T. cruzi 

y tratados con AT-RvD1 o benznidazol (Bz). Los datos se expresan como la media ± DS de cinco 

animales por grupo experimental. Se realizó un ANOVA de dos vías, seguido del post-test de 

Tukey para identificar diferencias significativas. * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001, **** 

p≤0,0001. Barra de escala = 20μm. 

5.3.2 AT-RvD1 previene la hipertrofia cardiaca en el modelo murino de CCC. 

Debido a que la hipertrofia y la disfunción cardíaca son complicaciones significativas de 

la EC crónica, el efecto de AT-RvD1 sobre la hipertrofia cardíaca se evaluó midiendo el 

área transversal de cardiomiocitos en las secciones de tejido cardíaco mostradas en la 
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figura 12A y que corresponden a los recuadros mostrados en la figura 13A. La infección 

con T. cruzi aumentó el área transversal de las fibras musculares cardíacas en ratones WT 

y FPR2-/- a los 60 d.p.i., lo que demuestra cambios estructurales en el corazón desde el 

inicio de la fase crónica. Sin embargo, AT-RvD1 redujo significativamente el área de la 

sección transversal de los cardiomiocitos, un efecto dependiente del receptor FPR2, ya 

que, en los ratones FPR2-/- no hubo reducción en la hipertrofia cardíaca (Figura 13B). Esto 

sugiere que la terapia con AT-RvD1 puede reducir la hipertrofia cardíaca, a diferencia de 

benznidazol que, por sí solo, no redujo la hipertrofia. Estas observaciones se apoyaron 

midiendo los niveles de RNA mensajero de péptido natriurético auricular (ANP) y péptido 

natriurético cerebral (BNP), marcadores moleculares de hipertrofia cardíaca (Sergeeva & 

Christoffels, 2013) (Figura 13C-D, respectivamente). Tanto el ANP como el BNP 

aumentaron significativamente en ratones WT y FPR2-/- infectados (60 d.p.i.). De acuerdo 

con los análisis histológicos, el tratamiento con AT-RvD1 redujo significativamente 

ambos marcadores moleculares de hipertrofia cardíaca, acción que ocurre por mediación 

de FPR2, pues en los ratones FPR2-/- no provocó cambios significativos en estos 

parámetros. Por otro lado, el tratamiento con benznidazol no modificó estos marcadores 

moleculares de hipertrofia, confirmando la ausencia de efecto del benznidazol sobre la 

hipertrofia cardiaca.  
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Figura 13. AT-RvD1 reduce la hipertrofia cardíaca en C57BL/6 infectados crónicamente con T. 

cruzi. A) Imágenes representativas de tejido cardíaco teñidas con hematoxilina-eosina de ratones 

C57BL/6 infectados con T. cruzi y tratados con AT-RvD1 o benznidazol a las dosis indicadas. En 

las ampliaciones se destaca el área de los cardiomiocitos. B) Análisis del área de sección transversal 

de cardiomiocitos, se eligieron al azar 200 cardiomiocitos por animal. C-D) Niveles de RNA 

mensajero (mRNA) de péptido natriurético auricular (ANP) y péptido natriurético cerebral (BNP), 

como marcadores de hipertrofia medidos en tejido cardíaco de ratones C57BL/6 no infectados 

infectados con T. cruzi y tratados con AT-RvD1 o benznidazol (Bz), mediante ensayos de RT-

qPCR. Los datos se expresan como la media ± DS de cinco animales por grupo experimental. Se 

realizó un ANOVA de dos vías, seguido de un post-test de Tukey para identificar diferencias 

significativas. * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001, **** p≤0,0001. Barra de escala = 20μm. 

5.3.3 AT-RvD1 previene la fibrosis cardiaca en el modelo murino de CCC. 

Aunque la hipertrofia cardíaca en la EC crónica es un sello distintivo de la remodelación 

cardíaca, la fibrosis implica un daño estructural más profundo y permanente. Por tanto, se 

analizó el efecto de AT-RvD1 sobre la fibrosis cardíaca en nuestro modelo de CCC. En la 

Figura 14A se puede visualizar secciones de tejido cardíaco que fueron teñidas con Rojo 
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Picro-Sirio para identificar las fibras de colágeno (Figura 14A). En consecuencia, con la 

progresión de la EC, la fibrosis cardíaca aumentó en ratones infectados WT y FPR2-/-, a 

los 60 d.p.i., y el tratamiento con AT-RvD1 redujo significativamente la fibrosis cardíaca, 

incluso, de manera más eficiente que el benznidazol, tanto en ratones WT como FPR2-/- 

(Figura 14B). Estos análisis fueron confirmados midiendo los niveles de RNA mensajero 

de alfa actina de musculo liso (αSMA) como marcador molecular de miofibroblastos, 

células responsables de los procesos fibróticos (Figura 14C). Se observó que los ratones 

WT y FPR2-/- infectados presentaron un incremento significativo en los niveles de RNA 

mensajero de αSMA. Consistentemente con el análisis histológico, AT-RvD1 tiende a 

reducir los niveles de αSMA en los ratones WT y los reduce significativamente en los 

ratones FPR2-/-, sugiriendo que este efecto es independiente de FPR2. Con respecto al 

tratamiento con benznidazol, no modificó los niveles del marcador de miofibroblastos 

αSMA. 
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Figura 14. AT-RvD1 reduce la fibrosis cardíaca en ratones C57BL/6 infectados crónicamente con 

T. cruzi. A) Imágenes representativas de tejido cardíaco teñido con rojo Picro-sirius de ratones 

C57BL/6 infectados con T. cruzi (Dm28c) y tratados con AT-RvD1 o benznidazol (Bz) a las dosis 

indicadas. Los asteriscos muestran vasos sanguíneos como referencia para la tinción de colágeno. 

Las flechas negras indican depósitos de colágeno. B) Análisis cuantitativo de los píxeles rojos en 

tejido cardíaco, correspondiente a fibrosis, de cinco campos por animal. C) Niveles de RNA 

mensajero (mRNA) de alfa actina de musculo liso (αSMA) como marcador de miofibroblastos, 

medido en tejido cardíaco de ratones C57BL/6 no infectados con T. cruzi y tratados con AT-RvD1 

o benznidazol (Bz), mediante ensayos de RT-qPCR.  Los datos se expresan como la media ± DS 

de cinco animales por grupo experimental. Se realizó un ANOVA de dos vías, seguido de un post-

test de Tukey para identificar diferencias significativas. * p≤0,05, *** p≤0,001. Barra de escala = 

20μm. 

5.4 DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE AT-RVD1 SOBRE LA ACTIVIDAD 

ELÉCTRICA CARDÍACA EN RATONES INFECTADOS CON T. cruzi. 

5.4.1 Alteraciones electrocardiográficas en ratones C57BL/6 WT y FPR2-/- 

infectados con T. cruzi.  

Durante la EC crónica, los signos de remodelado cardíaco incluyen trastornos de la 

conducción auriculo-ventricular e intraventricular como bloqueo de la rama derecha (Haz 

de His), cambios en el intervalo QT, y trastornos de frecuencia cardíaca como bradicardia 

sinusal (Echeverria et al., 2019). Por ello, se comparó la actividad electrocardiográfica de 

los corazones C57BL/6 WT y FPR2-/- infectados con T. cruzi, evaluando los siguientes 

parámetros: frecuencia cardíaca (FC), onda P, Intervalo PR, Complejo QRS, Intervalo QT 

y QTc, a los días 25, 40 y 60 p.i. (Figura 15). 
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En los ratones WT infectados, se presentó un incremento de la frecuencia cardíaca a los 

25 d.p.i. Sin embargo, a los 60 d.p.i., se observó una reducción significativa de la 

frecuencia cardíaca en comparación con su control sano (Figura 15A).  

La onda P representa la despolarización auricular y el intervalo PR corresponde al tiempo 

que existe entre el inicio de la despolarización auricular hasta el inicio de la 

despolarización del ventrículo, por lo que, los cambios en estos parámetros indican 

alteraciones en la conducción auricular y/o auriculo-ventricular (Kaplan et al., 2018). En 

nuestro modelo, en los ratones WT infectados, se apreció un leve incremento en la 

duración de la onda P a los 60 d.p.i, reflejando un ligero, aunque significativo, 

enlentecimiento en la conducción eléctrica auricular (Figura 15B).  

Adicionalmente, los parámetros que permiten evaluar la conducción ventricular son el 

complejo QRS, el intervalo QT y el QT corregido (QTc). El complejo QRS corresponde 

al tiempo que demora en producirse la despolarización ventricular, y el intervalo QT da 

cuenta del tiempo transcurrido entre la despolarización y la repolarización ventricular. El 

valor QTc corresponde al intervalo QT, pero corregido matemáticamente con la frecuencia 

cardíaca, lo que facilita la comparación entre individuos (Kaplan et al., 2018).  En nuestro 

modelo, los ratones WT infectados (Figura 15D-F) presentan un incremento significativo 

en la duración del intervalo QT y QTc, correspondiente a un enlentecimiento en la 

despolarización y repolarización ventricular, característicos de la fase crónica temprana 

de la EC crónica (Salles et al., 2003).  

En el caso de los ratones FPR2-/-, las alteraciones electrocardiográficas se presentaron 

únicamente en la fase aguda de la infección (25 d.p.i), donde se observó un incremento 

significativo de la frecuencia cardiaca con respecto del control sano (Figura 15A), además 

de una conducción auriculo-ventricular enlentecida, evidenciada por un incremento en la 

duración de la onda P y el intervalo PR (Figura 15B-C), sin alteraciones evidentes a nivel 

ventricular (Figura 15D-F). Estas alteraciones se reducen finalizada la fase aguda, ya que, 

a los 40 y 60 d.p.i, no presentan diferencias significativas con respecto a su control sano.  
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Figura 15. Cambios electrocardiográficos a los 25, 40 y 60 días postinfección en ratones C57BL/6 

WT y FPR2-/- infectados con T. cruzi (cepa Dm28c). Se presenta la variación en frecuencia cardíaca 

(A), onda P (B), intervalo PR (C), complejo QRS (D), intervalo QT (E), QTc (F) durante los 60 

d.p.i del estudio. Los datos se expresan como la media ± DS de cinco animales. El análisis 

estadístico utilizado fue ANOVA de dos vías seguido de una prueba posterior de Tukey. * indican 

diferencias significativas entre WT sano y WT infectado. $ indican diferencias significativas entre 

FPR2-/- sano y FPR2-/- infectado. * p≤0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001, **** p≤0,0001 
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5.4.2 AT-RvD1, y en mayor grado benznidazol, previenen las alteraciones 

electrocardiográficas en el modelo murino de EC crónica.  

Considerando que la infección por T. cruzi provoca disminución de la frecuencia cardiaca, 

enlentecimiento de la conducción auriculo-ventricular y altera la repolarización 

ventricular, se procedió a analizar el efecto de AT-RvD1 sobre estos cambios 

electrocardiográficos (Figura 16).  

Así, el tratamiento con AT-RvD1 mostró una tendencia a recuperar la frecuencia cardiaca; 

sin embargo, solo los ratones tratados con benznidazol presentaron una frecuencia 

cardiaca similar al control sano y significativamente diferente a los ratones WT infectados 

(Figura 16A). En el caso de los ratones FPR2-/-, no se observaron diferencias importantes 

entre el control y los distintos tratamientos.  

Con respecto a la conducción eléctrica auricular (Figura 16B-C), los ratones tratados con 

AT-RvD1 o benznidazol no mostraron diferencias significativas con los ratones infectados 

WT y FPR2-/-.  

Finalmente, al evaluar la conducción eléctrica ventricular (Figura 16D-F), se observó una 

reducción significativa en la duración del intervalo QT y QTc, en los ratones WT tratados 

con AT-RvD1; sin embargo, el tratamiento con benznidazol fue más eficaz en reducir 

estos parámetros, logrando producir valores similares al grupo sano. En el caso de los 

ratones FPR2-/-, no se observaron diferencias significativas entre el control y los distintos 

tratamientos.  
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Figura 16. Efecto de AT-RvD1 y benznidazol (Bz) en ratones C57BL/6 WT y FPR2-/- infectados 

con T. cruzi sobre el sistema de conducción eléctrica cardíaca. Se analizó la variación en frecuencia 

cardíaca (A), onda P (B), intervalo PR (C), Complejo QRS (D), intervalo QT (E), QTc (F). Los 

datos se expresan como la media ± DS de cinco animales por grupo experimental. El análisis 

estadístico utilizado fue ANOVA de dos vías seguido de una prueba posterior de Tukey. ** p≤0,01, 

*** p≤0,001, **** p≤0,0001 

5.4.3 Efecto de AT-RvD1 sobre la carga parasitaria en el corazón de ratones 

C57BL/6 WT y FPR2-/- infectados con T. cruzi. 

La presencia del parásito es el principal determinante de los procesos inflamatorios que 

finalmente conllevan a los daños estructurales irreversibles en el corazón.  Para evaluar el 

efecto de AT-RvD1 sobre la persistencia del parasito en el tejido cardiaco y 

correlacionarla con los hallazgos previamente descritos, se determinó la carga parasitaria 
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en el tejido cardíaco. Para ello, se amplificó el RNA ribosomal 18S de T. cruzi mediante 

RT-qPCR, para cuantificar el número de parásitos en el tejido cardíaco al final de los 

tratamientos. Como se esperaba, benznidazol redujo la carga cardíaca de T. cruzi a niveles 

indetectables en ambos modelos animales (Figura 17). Sin embargo, y de manera 

inesperada, ya que AT-RvD1 no tiene propiedades tripanocidas, AT-RvD1 disminuyó la 

carga cardíaca de T. cruzi en ratones WT y FPR2-/-, aunque en este último grupo la 

disminución de la carga parasitaria fue menos marcada.  

 

Figura 17. Carga de parásitos en tejido cardíaco de ratones infectados crónicamente con T. cruzi y 

tratados con AT-RvD1 o benznidazol (Bz) a los 60 d.p.i. El RNA ribosomal 18S de T. cruzi se 

detectó mediante RT-qPCR. Los datos se expresan como la media ± DS de cinco animales por 

grupo experimental. Se realizó un ANOVA bidireccional y una prueba posterior de Tukey para 

identificar diferencias significativas. *** p≤0,001, **** p≤0,0001. 
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6. DISCUSION  

6.1 Consecuencias de la ausencia del receptor FPR2 durante la infección con T. cruzi. 

Consistente con el modelo experimental utilizado, el curso de la parasitemia en los ratones 

WT como en los FPR2-/- fue el esperado para la cepa Dm28c de T. cruzi (Molina-Berrios 

et al., 2013a; Molina-Berrios et al., 2013b). Aunque no hubo diferencia significativa 

durante la cinética de la parasitemia entre los ratones WT y FPR2-/-, otros estudios si dan 

cuenta de diferencias en la evolución de las parasitemias, como en ausencia de la actividad 

de 5-lipoxigenasa o como en el caso de los ratones FPR2-/-, donde la biosíntesis o acción 

de los SPMs esta disminuida. Estos reportes son consistentes con otros modelos 

experimentales donde la deleción de 5-lipoxigenasa (5-LO), también desarrolla una 

parasitemia reducida (González-Herrera et al., 2017; das Dores et al., 2021). Esta 

disminución de la parasitemia observada en los ratones FPR2-/- sugiere que, la ausencia 

de uno o más elementos proresolutivos de la inflamación permite un mejor control del 

parásito durante la fase aguda de la enfermedad, debido a una menor contención de la 

respuesta inflamatoria y una mayor capacidad de los macrófagos para eliminar los 

parásitos. Recientemente, das Dores y cols han colocado a FPR2 sobre la palestra, como 

un potencial blanco farmacológico en la infección con T. cruzi, ya que la ausencia de FPR2 

en macrófagos potencia su actividad tripanocida, al reducir la tasa de replicación del 

parásito y con ello una reducida liberación de tripomastigotes (das Dores et al., 2021). En 

nuestro estudio, específicamente, la parasitemia en los ratones FPR2-/- se redujo después 

de tres semanas p.i., el momento en que se establece una respuesta adaptativa específica 

al antígeno con la participación de linfocitos T citotóxicos, T helper y linfocitos B 

(Cardillo et al., 2015). Estas respuestas podrían, tal vez, ser más eficientes en los ratones 

FPR2-/-, lo cual sería interesante evaluar en futuras investigaciones.  

El linaje de ratón C57BL/6 es considerado como resistente a la infección por T. cruzi en 

comparación con otros linajes murinos (Ferreira et al., 2018), lo que explica que la 

sobrevida de los ratones WT y FPR2-/- fuera tan alta; además, la eliminación del receptor 

FPR2 no es esencial para la supervivencia de los animales, ni menos en el contexto de la 

infección con el tripanosoma.  Curiosamente, los ratones FPR2-/- sanos presentaron niveles 

basales elevados de IL-10, lo que podría estar relacionado con un menor riesgo de 
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mortalidad durante la fase aguda de la infección, pues la neutralización de IL-10 o su 

ausencia en ratones infectados reduce la tasa de supervivencia como consecuencia de una 

miocarditis fatal (Roffê et al., 2012). Por lo tanto, el equilibrio antiinflamatorio mediado 

por IL-10 juega un papel fundamental en la supervivencia y el control de las respuestas 

inflamatorias deletéreas, probablemente mediadas por las funciones de las células T 

reguladoras (Treg) (Tonelli et al., 2011; Esper et al., 2012; Acevedo et al., 2018). 

La transición de la fase aguda a la crónica se acompaña de una disminución del parasitismo 

tisular y parasitemia, así como también, del control de la respuesta inflamatoria (Dutra et 

al., 2014), lo cual se observó en nuestro modelo experimental al día 40 p.i. 

En cuanto al rol del FPR2, se ha reportado que, en situaciones de enfermedades infecciosas 

bacterianas su activación aumenta la sobrevida de ratones con neumosepsis (Horewicz et 

al., 2015), mientras que, la ausencia del receptor FPR2 ha resultado en procesos 

inflamatorios severos después de la estimulación con LPS (Giebeler et al., 2014). Por otro 

lado, en infecciones parasitarias por malaria, la activación de FPR2 reduce la respuesta 

inflamatoria y, por el contrario, la administración de un antagonista de FPR2 durante la 

infección por Plasmodium berghei puede exacerbar las complicaciones clínicas 

relacionadas con el paludismo grave (Pádua et al., 2018). 

Recientemente, en modelos animales infectados con T. cruzi se ha demostrado que, FPR2 

es requerido para orquestar la respuesta inmune desde la fase aguda a la crónica, evitando 

una reacción inflamatoria desequilibrada y el deterioro de la función cardíaca (das Dores 

et al., 2021). Esto, es consistente con la naturaleza del receptor FPR2, ya que participa 

tanto en procesos proinflamatorios promoviendo la quimiotaxis de células del sistema 

inmune, como en procesos proresolutivos (Caso et al., 2021). Este carácter bifásico de 

FPR2 se evidencia en nuestro modelo experimental, donde la ausencia del receptor 

conlleva a una respuesta inmunológica de menor magnitud durante la fase aguda que, en 

el progreso hacia una fase crónica, enlentece el desarrollo de las alteraciones 

histopatológicas y electrocardiográficas. Sin embargo, esto también nos permite predecir 

que en una fase crónica avanzada se desarrollaría un estado proinflamatorio prominente 

que conduciría a la insuficiencia cardíaca, producto de un deficiente proceso resolutivo. 

Lo cual, ha sido reportado por das Dores y colaboradores, donde ratones FPR2-/- en fase 

crónica (150 días p.i.) presentan una proporción disminuida de células CD4+ y CD8+ 
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productoras de IL-10 acompañada por una mayor proporción de linfocitos Th1 y LT CD8+ 

productores de IFNγ, en comparación con ratones WT, lo que da cuenta de un estado 

proinflamatorio crónico. Además, presentan un aumento del infiltrado inflamatorio en el 

tejido cardíaco y un deterioro de la despolarización ventricular a los 150 días p.i, 

sugiriendo que, en ausencia de FPR2, hay un estado proinflamatorio intenso y, por tanto, 

un peor resultado de la enfermedad (das Dores et al., 2021). 

6.2 AT-RvD1 disminuye el proceso inflamatorio en la EC crónica temprana. 

Nuestros resultados mostraron que la infección por T. cruzi desencadena una fuerte 

respuesta inflamatoria en la fase aguda, con la producción de citoquinas inflamatorias 

como IFNγ y TNFα, que activan los macrófagos y participan en el establecimiento de una 

respuesta inmune adaptativa para eliminar el parásito (Dutra et al., 2014). En el día 60 p.i., 

los ratones WT mostraron niveles ligeramente aumentados, pero sostenidos, de las 

citoquinas proinflamatorias TNFα, IFNγ e IL-1β, lo que refleja un estado inflamatorio en 

las primeras etapas de la cronicidad. El tratamiento con AT-RvD1 durante la fase crónica 

temprana redujo significativamente los niveles séricos de IFNγ e IL-1β, produciendo un 

efecto inmunorregulador del estado inflamatorio a nivel sistémico. Estos resultados son 

consistentes con estudios previos, que han demostrado que células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) obtenidas de pacientes chagásicos en etapa B1 (etapa inicial de 

CCC) tratados con AT-RvD1 tienen una menor producción de IFNγ después de la 

reexposición antigénica a T. cruzi. Además, la proliferación de las PBMC se reduce, 

destacando el efecto inmunomodulador de AT-RvD1 (Ogata et al., 2016). 

A nivel cardíaco, el escenario contra T. cruzi no es muy diferente. Se encontró un 

desequilibrio con niveles elevados de citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ e IL-1β) 

y niveles prácticamente inalterados de citoquinas antiinflamatorias (IL-10). Esto es el 

reflejo de las poblaciones celulares (incluidos macrófagos, linfocitos T citotóxicos y 

linfocitos T helper) que infiltran el tejido cardíaco para coordinar el control de los 

parásitos y representa una producción exacerbada de citoquinas relacionadas con la 

destrucción del tejido (Acevedo et al., 2018). Sin embargo, no excluye la participación de 

otras células cardíacas como fibroblastos, células endoteliales y cardiomiocitos como 

fuente parcial de estas citoquinas (Machado et al., 2000). Además, el tratamiento con AT-
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RvD1 generó un efecto inmunomodulador al reducir drásticamente la producción de 

TNFα a nivel cardíaco y aumentar la producción de IL-10. Esto sugiere que AT-RvD1 

aumenta la proporción de células productoras de IL-10 (posiblemente subpoblaciones de 

macrófagos, células reguladoras como: Treg y Breg) en el tejido cardíaco para regular el 

entorno inflamatorio. 

Además, la disminución de la producción de TNFα puede ser secundaria al aumento de 

IL-10, porque esta última es un potente inhibidor de la transcripción de TNFα mediante la 

activación del factor de transcripción STAT3 en monocitos y macrófagos humanos (Chan 

et al., 2012). Eso también explicaría por qué, a nivel sistémico, no observamos un efecto 

reductor del TNFα. Los niveles altos de IL-10 se han asociado con la evasión de la 

respuesta inmunitaria por diferentes patógenos, incluido T. cruzi (Reed et al., 1994), lo 

que contribuye a un aumento de la mortalidad o la persistencia del daño. Sin embargo, los 

niveles altos de IL-10 también pueden disminuir la inflamación y la patología; en 

consecuencia, es necesario un equilibrio pro/antiinflamatorio para la evolución natural de 

la enfermedad. No obstante, los niveles elevados de IL-10 parecen estar relacionados con 

el mantenimiento de una función cardíaca adecuada en pacientes asintomáticos con EC 

crónica (Gomes et al., 2005; Sousa et al., 2014; Vasconcelos et al., 2015). Por lo tanto, el 

efecto de AT-RvD1 sobre la producción de IL-10 en el corazón parece ser beneficioso 

para prevenir la progresión de la CCC, ya que los cambios en los niveles de IL-10 se han 

asociado con la pérdida de la capacidad de controlar la respuesta inmune inflamatoria. 

En la CCC el IFNγ se produce en el tejido cardíaco principalmente por los infiltrados de 

células CD4+ y CD8+ (Acevedo et al., 2018). A pesar de que AT-RvD1 no produjo una 

disminución en el RNA mensajero de esta citoquina, se pudo destacar su reducida 

traducción a proteína. Esto nos permite sugerir la participación de miRNAs como miR146-

b regulando la traducción de IFNγ (Rechiuti et al., 2011). Consecuentemente, AT-RvD1 

al contrarrestar el ambiente inflamatorio, redujo el infiltrado inflamatorio en el tejido 

cardíaco y fue más eficiente que benznidazol, mediado por la disminución de moléculas 

de adhesión celular (VCAM, ICAM) (Bento et al., 2011; Salas-Hernández et al., 2021), 

junto con la modulación de citoquinas hacia un ambiente antiinflamatorio, como se 

discutió anteriormente.  
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Se ha reportado que RvD1 es capaz de modular la respuesta inmune adaptativa, ya que 

células CD4+ y CD8+ activadas con PMA/ionomicina al ser incubadas con RvD1 

presentan una reducción en la producción de TNFα e IFNγ, sugiriendo que RvD1 regula 

la respuesta Th1 (Chiurchiú et al., 2016). Es interesante que, en nuestro modelo, AT-RvD1 

reduce la presencia de células CD4+ productoras de IFNγ en los infiltrados celulares, pero 

sin reducir la proporción de células CD4+. Esto abre la posibilidad de que sean 

subpoblaciones de linfocitos productores de citoquinas antiinflamatorias, lo que explique 

en parte las propiedades de AT-RvD1 para incrementar la expresión de IL-10. Las células 

Treg son una importante subpoblación de linfocitos que están involucrados en la 

autoregulación de la respuesta inmunológica (Acevedo et al., 2018). Se ha reportado que 

RvD1 es capaz de favorecer la diferenciación a células Treg incrementando la expresión 

del factor de transcripción FOXP3, marcadores de supresión como CTL4 y la liberación 

de citoquinas antiinflamatorias (IL-10), destacando el impacto de RvD1 en la función de 

las células T al promover la regulación de la inflamación (Chiurchiú et al., 2016). 

Estudios anteriores demostraron que las propiedades antiinflamatorias y proresolutivas de 

AT-RvD1 están mediadas en gran parte por el receptor FPR2 (Bento et al., 2011; Pirault 

& Bäck 2018). En nuestro modelo, FPR2 participa en la regulación de citoquinas 

proinflamatorias y antiinflamatorias (IFNγ e IL-1β), y en la reducción de los infiltrados 

celulares, ya que su ausencia debilita el efecto producido por AT-RvD1. Es importante 

mencionar que AT-RvD1 también activa el receptor 32 acoplado a proteína G (GPR32) 

(Pirault & Bäck 2018). Por lo tanto, la participación del receptor GPR32 podría ser una 

vía alternativa para la acción de AT-RvD1 y podría explicar la parcialidad de nuestros 

resultados.  

Como se explicó previamente, se ha demostrado que AT-RvD1 ejerce sus efectos 

antiinflamatorios inhibiendo la vía NFκB (Lee et al., 2013; Gao et al., 2017). Pudimos 

observar que los ratones WT y FPR2-/- infectados presentan un cierto grado de actividad 

de p65, medido a partir de su localización nuclear. Probablemente, esta actividad no es de 

mayor magnitud debido a la cronicidad de la infección (Wan et al., 2016); pero, aun así, 

es significativamente mayor a los ratones sanos. Esto sustenta, en conjunto con los 

resultados anteriores, el establecimiento del estado proinflamatorio leve pero sostenido en 

la etapa crónica de la infección. El tratamiento con AT-RvD1 redujo el grado de activación 
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de esta vía inflamatoria, mediado por el receptor FPR2, y esto explicaría en parte el 

mecanismo por el cual genera los efectos antiinflamatorios y proresolutivos vistos sobre 

la producción de citoquinas y el infiltrado celular. Por otro lado, el tratamiento con 

benznidazol también logró reducir de manera significativa la activación de la vía NFκB 

en los ratones WT. Se ha reportado que, en distintos modelos de infección con T. cruzi, el 

benznidazol podría tener un rol en la modulación de la inflamación (Manarin et al., 2010) 

a través de la disminución de la actividad de vías de señalización fundamentales en la 

inflamación, como NFκB y MAPK (Ronco et al., 2011). Esta propiedad del benznidazol 

ha sido descrita previamente por nuestro grupo de laboratorio, al observar que benznidazol 

previene la activación endotelial, independientemente de su actividad tripanocida 

(Campos-Estrada et al., 2015). Esto resultados apoyan la evidencia de que benznidazol es 

capaz de reducir la actividad de la vía NFκB, sin embargo, el mecanismo se desconoce.  

De esta forma, estudios previos han demostrado que benznidazol, además de sus 

propiedades tripanocidas, reduce los infiltrados de células cardíacas y la producción de 

mediadores inflamatorios mediante la inhibición de la vía NFκB (Cevey et al., 2015; Rassi 

et al., 2017), un efecto dependiente de IL-10 aparentemente (Cevey et al., 2015).  Sin 

embargo, en el modelo temprano de EC crónica presentado en este documento, 

benznidazol no modificó la producción de las citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ e 

IL-1β) y antiinflamatorias (IL-10) estudiadas. Por tanto, sólo hubo una ligera reducción 

de los infiltrados inflamatorios con el tratamiento con benznidazol. Aunque ambos 

fármacos actúan inhibiendo la vía NFκB, benznidazol también podría aumentar la 

producción de especies reactivas de oxígeno a nivel tisular (Ribeiro et al., 2010; Hall & 

Wilkinson 2012), contribuyendo a la producción y establecimiento de un entorno 

proinflamatorio. Esto posiblemente explica por qué, aunque benznidazol es eficaz como 

terapia tripanocida, no reduce los eventos cardiovasculares observados en pacientes con 

CCC (Morillo et al., 2015). 

La lesión más recurrente en la CCC avanzada es la fibrosis y el adelgazamiento de la 

pared, compatible con una miocardiopatía dilatada. La pérdida de cardiomiocitos, debido 

a la persistencia del parásito y el consecuente proceso inflamatorio, es característica de la 

miocarditis, que es mucho menos intensa en pacientes indeterminados. En el presente 

estudio se observó hipertrofia de cardiomiocitos, evidenciada por un aumento en el área 
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de sección transversal de las fibras musculares y correlacionada con niveles elevados de 

péptidos natriuréticos, lo que indica sobrecarga hemodinámica. Junto con la fibrosis 

intersticial observada, estos hallazgos apuntan a la presencia de una miocarditis 

característica de la CCC (Bonney et al., 2019). 

Hasta el momento, no se había estudiado el efecto de AT-RvD1 sobre la hipertrofia 

producida por la infección por T. cruzi. En este estudio, se demostró que AT-RvD1 reduce 

tanto el área transversal de los cardiomiocitos como la transcripción de marcadores de 

hipertrofia como el ANP y el BNP, que se han asociado con diferentes estadios y gravedad 

de la CCC (Echeverría et al., 2017, Tucci et al., 2020). Además, durante la infección por 

T. cruzi, la participación de endotelina-1, cardiotrofina-1 y citoquinas como TNFα e IL-

1β se han destacado previamente como prohipertróficas (Corral et al., 2013). Por lo tanto, 

el efecto de AT-RvD1 sobre la hipertrofia también podría ser una consecuencia de su 

efecto inmunorregulador (Petersen & Burleigh 2003). Aunque FPR2 media el efecto 

antihipertrófico de AT-RvD1, no se puede descartar la participación de otros receptores, 

como GPR32, en este efecto. Este hecho también puede explicar los cambios en la 

expresión de ANP y BNP observados en los ratones FPR2-/-. 

Además, AT-RvD1 redujo la fibrosis cardíaca en nuestro modelo experimental. Este 

hallazgo es consistente con el de un informe anterior que muestra que la administración 

de RvD1 a ratones infectados con T. cruzi reduce la fibrosis cardíaca y la transcripción del 

factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) en el corazón (Horta et al., 2020). Sin 

embargo, utilizamos un esquema de tratamiento continuo de 20 días durante la etapa 

crónica temprana de la infección en lugar de tres administraciones, como en el esquema 

utilizado por los investigadores citados anteriormente. En modelos experimentales de 

infarto de miocardio, RvD1 reduce la transcripción de genes profibróticos y disminuye el 

depósito de colágeno, reduciendo así la fibrosis y mejorando la función ventricular (Kain 

et al., 2015). Se ha reportado también que LXA4 disminuye la proliferación de fibroblastos 

y su migración, limitando la fibrosis (Herrera et al., 2015). Sin embargo, en el presente 

modelo, AT-RvD1 impidió la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos, consistente 

con una disminución de la producción de colágeno, y evidenciando la influencia de este 

lípido proresolutivo sobre los efectos profibróticos de la infección por T. cruzi, 

coincidiendo con los hallazgos de Coelho y cols. (Coelho et al., 2018). Sin embargo, el 
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efecto de AT-RvD1 sobre la fibrosis no depende exclusivamente de FPR2 ya que el efecto 

antifibrótico ejercido por AT-RvD1 no se vio afectado en los ratones FPR2-/-. Esto destaca 

la participación de otros receptores, como GPR32, en la mediación de este efecto, lo que 

sugiere un nivel de redundancia dentro de la resolución de la cascada de inflamación. 

El análisis electrocardiográfico realizado en los animales infectados mostró alteraciones 

en el intervalo QT en los ratones WT, sugiriendo una ralentización de la repolarización 

ventricular. Esta alteración aparece precozmente en pacientes con CCC y es un predictor 

de mortalidad (Salles et al., 2003, Eickhoff et al., 2010). Por lo tanto, la alteración del 

intervalo QT ayudó a confirmar la naturaleza crónica del modelo, siendo además 

importante considerar que, tanto el tratamiento como las observaciones realizadas fueron 

en una fase crónica temprana. Puede ser necesario un período de observación más 

prolongado para hallar cambios significativos en la función eléctrica cardíaca a 

consecuencia de AT-RvD1. Además, la evaluación de las alteraciones cardíacas, 

especialmente los cambios electrocardiográficos, al inicio de la fase crónica puede no 

producir cambios significativos, como probablemente sea el caso en el presente estudio, 

constituyendo una debilidad de los resultados proporcionados. Nuestros resultados 

sugieren que el tratamiento con AT-RvD1 reduce las leves alteraciones 

electrocardiográficas del modelo murino utilizado, pero no con mayor eficiencia que el 

benznidazol. 

Sin embargo, el efecto de AT-RvD1 sobre los eventos fisiopatológicos que ocurren en esta 

etapa de la enfermedad, como se observa en los cambios en la hipertrofia y fibrosis, así 

como en los marcadores bioquímicos de la función cardíaca, sugiere la potencial utilidad 

de las modificaciones del factor huésped en la terapéutica de la enfermedad de Chagas, 

especialmente para prevenir el deterioro crónico debido a efectos inflamatorios. 

6.3 AT-RvD1 reduce la carga parasitaria cardiaca en ratones infectados por T. cruzi. 

Es importante destacar que AT-RvD1 no tiene actividad tripanocida. Sin embargo, 

observamos que AT-RvD1 redujo la carga de parásitos cardíacos en ratones infectados. 

Estudios en modelos experimentales de CCC han indicado que la administración de otros 

SPMs, como 15-epi-LXA4, reduce de manera similar la carga de parásitos del tejido 

cardíaco en ratones infectados (González-Herrera et al., 2017). Además, en nuestros 
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resultados se observó que, en ausencia de FPR2, la eliminación del parásito del tejido 

cardíaco no es tan eficiente, lo que sugiere que la cascada de proresolución es esencial 

para promover la eliminación del parásito.  

Probablemente, el efecto antiinflamatorio de AT-RvD1 reduce el efecto deletéreo del 

entorno inflamatorio que favorece la persistencia del parásito. Los procesos proresolutivos 

iniciados por AT-RvD1 permiten que el sistema inmunológico elimine los parásitos, 

probablemente porque la inflamación crónica es un mecanismo evasivo utilizado por los 

parásitos (Nardy et al., 2015). 

En conjunto con lo anterior, el aclaramiento del parásito probablemente es producto de la 

eferocitosis inducida por AT-RvD1 (Karaji & Sattentau 2017). Mediadores proresolutivos 

(SPMs) potencian la fagocitosis y eferocitosis de detritus celulares, microorganismos y 

células apoptóticas, como parte importante del proceso resolutivo de la inflamación 

(Decker et al., 2021). La eferocitosis es un proceso conservado evolutivamente, que ocurre 

gracias al reconocimiento de señales fagocíticas “eat me” por receptores presentes en los 

macrófagos (Mehrotra et al., 2022; Kojima et al., 2017). Consecuentemente, AT-RvD1 ha 

demostrado incrementar la eferocitosis de macrófagos y acelerar la eliminación de 

neutrófilos en modelos experimentales de infecciones bacterianas como neumonía por P. 

aeruginosa, donde estos efectos fueron favorables y sumativos a la terapia con antibióticos 

(Abdulnour et al., 2016; Codagnone et al., 2018). Adicionalmente, RvD1 mediante el 

receptor FPR2 ha demostrado potenciar, en macrófagos humanos, la exposición en 

superficie de receptores como MerTK, CD163 y CD206 que reconocen señales “eat me” 

(Rymut et al., 2020). Se ha reportado que, RvD1 estimula el reconocimiento y 

engullimiento de células necroptóticas enteras por parte de macrófagos, mediante la 

inhibición de RhoA y la activación de CDC42 (Gerlach et al., 2019). Sin embargo, la 

eferocitosis implica que las células infectadas estén próximas a la muerte o presenten 

señales fagocíticas que puedan ser identificadas por los macrófagos; por lo tanto, el 

mecanismo involucrado en tal proceso podría no estar claro y es de interés para futuras 

investigaciones.  
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7. CONCLUSION 

A partir de los resultados y antecedentes discutidos podemos concluir que, AT-RvD1 es 

eficaz promoviendo la resolución de la inflamación, atenuando las respuestas 

inflamatorias patológicas y restaurando la homeostasis tisular. El tratamiento con AT-

RvD1 en la fase crónica de la infección con T. cruzi, contrarresta el ambiente inflamatorio 

adverso a nivel cardiaco, reduciendo la actividad de la vía NFκB, la expresión de 

citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ, IL-1β) y aumentando la expresión de 

citoquinas antiinflamatorias (IL-10), mediante el receptor FPR2, al menos parcialmente, 

ya que queda en evidencia la participación de vías alternativas, como el receptor GPR32, 

con el cual comparte funciones resolutivas (Figura 18). 

Consecuentemente, AT-RvD1 reduce las alteraciones histopatológicas características de 

la CCC, donde el receptor FPR2 cumple un rol mediador en la reducción del infiltrado 

inflamatorio y la hipertrofia cardiaca, no así sobre la fibrosis, donde vías 

complementarias estarían mediando dicho efecto. Además, AT-RvD1 permite una 

eliminación de parásitos de manera más eficiente, por promover la eferocitosis de los 

macrófagos.  

En conclusión, la resolución de la inflamación puede ser ventajosa como estrategia 

terapéutica potencial para la CCC, ayudando a mejorar los regímenes de tratamiento 

existentes con los fármacos antichagásicos de uso actual.  

 



78 
 

 

Figura 18. Esquema resumen de los efectos y posibles mecanismos de acción de AT-RvD1. Se 

aprecia que, AT-RvD1 mediante el receptor FPR2 inhibe la vía NFκB y con ello, reduce la 

expresión de TNFα, IL-1β, VCAM. Adicionalmente, AT-RvD1 podría estar regulando la 

traducción de IFNγ mediante micro RNAs como miR146b. Por otro lado, el incremento de la 

expresión de IL-10 puede deberse a la inhibición de GSK3B y consecuente activación de CREB. 

A la derecha, se destaca el rol del receptor FPR2 en la disminución de las alteraciones 

histopatológicas y marcadores moleculares evaluados, como también la participación de vías 

alternativas, sugiriendo al receptor GPR32 como mediador de dichos efectos.  
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