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RESUMEN 

 

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por el protozoo Trypanosoma 

cruzi. Es endémica en Latinoamérica, pero por la migración poblacional, hay casos 

reportados en Europa, Japón y Australia, entre otros países. Clínicamente presenta dos 

fases: una aguda, generalmente asintomática, que sin terapia evoluciona a una fase 

crónica, en la cual el 30% de los casos al cabo de 10-30 años después de adquirir el 

parásito, desarrolla complicaciones cardíacas, digestivas o ambas.  

Actualmente el tratamiento de la EC se realiza con benznidazol, fármaco tripanocida 

efectivo en la fase aguda, no así en la fase crónica. La cardiomiopatía chagásica crónica 

(CCC) es la manifestación más grave de la enfermedad. Se caracteriza por una 

progresiva miocarditis que daña el tejido cardíaco provocando una disfunción cardíaca. 

Pese a la intensa investigación, no existen tratamientos exitosos capaces de detener o 

revertir el daño cardíaco.  

En investigaciones previas se describió que simvastatina a través de 15-epi-lipoxinaA4 

(15-epi-LXA4) normaliza la función endotelial y disminuye la inflamación miocárdica. 

Se ha descrito que simvastatina activa la vía Notch 1 luego de un daño isquémico en 

tejido neuronal, mejorando la perfusión al promover angiogénesis. Dado que la 

fisiopatología de CCC implica inflamación miocárdica, daño endotelial con microfocos 

de isquemia y fibrosis irreversible, resulta interesante buscar agentes farmacológicos que 

modulen Notch 1 para revertir el daño cardíaco inducido por T. cruzi y que puedan ser 

rápidamente incorporados a la terapia de CCC en humanos. Por lo tanto, se propone que 

simvastatina revierte la progresión del daño cardíaco inducido por la infección crónica 

de T. cruzi, a través de la activación de la vía Notch 1, mediado por la producción de 

15-epi-LXA4, in vitro e in vivo.  

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que T. cruzi activa Notch 1 en células 

HUVEC. Simvastatina activa la vía en mayor proporción, con la consecuente formación 
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de estructuras tubulares, lo cual es dependiente de la actividad de -secretasa e 

independiente de la producción de 15-epi-LXA4. En el modelo murino de CCC, 

simvastatina mejora la función cardíaca, disminuye la inflamación y la remodelación 

cardíaca, además de promover la angiogénesis, a través de Notch 1, independiente de la 

carga parasitaria.  

Por lo tanto, simvastatina al activar la vía Notch 1 mejora las condiciones cardíacas al 

aumentar la perfusión, a pesar del daño inducido por T. cruzi.  Así, como proyección de 

los resultados presentados en esta tesis, se propone estudiar el reposicionamiento de 

simvastatina, y en general, de las estatinas, para el manejo integral de personas con 

enfermedad de Chagas, como una nueva indicación clínica de este grupo de fármacos. 

 

Tesis financiada por Proyectos FONDECYT 1170126, CONICYT 21151001 y 

REDES170126.  
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Summary 

 

Chagas disease (CD) is a parasitosis caused by the Trypanosoma cruzi protozoan. It is 

endemic in Latin America; however, due to population migration, there are cases 

reported in Europe, Japan, and Australia, among other countries. Clinically, it has two 

phases: an acute, often asymptomatic phase that without therapy evolves into the chronic 

phase, where 30% of cases develop cardiac, digestive, or both complications, after 10-30 

years after acquiring the parasite. 

Currently, the treatment for CD is benznidazole, an effective trypanocidal drug in the 

acute phase, but not in the chronic phase. Chronic chagasic cardiomyopathy (CCC) is 

the most severe manifestation of the disease. It is characterized by progressive 

myocarditis damaging cardiac tissue; thus, causing cardiac dysfunction. Despite intense 

research, there are no successful treatments capable of stopping or reversing heart 

damage. 

Previous research described that simvastatin through 15-epi-lipoxinA4 (15-epi-LXA4) 

restores endothelial function and decreases myocardial inflammation. It has been 

described that simvastatin activates the Notch 1 pathway after ischemic damage in 

neuronal tissue, improving perfusion by promoting angiogenesis. Since the 

pathophysiology of CCC involves myocardial inflammation, endothelial damage with 

ischemic microfoci, and irreversible fibrosis, it is interesting to search for 

pharmacological agents modulating Notch 1 to reverse the T. cruzi-induced cardiac 

injury, and that can be promptly incorporated into CCC therapy in humans. Therefore, it 

is proposed that simvastatin reverses the progression of cardiac damage induced by 

chronic T. cruzi infection, through activation of the Notch 1 pathway, mediated by the 

production of 15-epi-LXA4, in vitro and in vivo. 

The results from this thesis suggest that the T. cruzi parasite activates Notch 1 in 

HUVEC cells. Simvastatin also activates the pathway in mayor proportion, with the 

consequent formation of tubular structures, which is dependent on  secretase activity 



12 

and independent of the production of 15-epi-LXA4. In the murine model of CCC, 

simvastatin improves cardiac function, decreases inflammation and cardiac remodeling, 

in addition to promoting angiogenesis through Notch 1, independent of the parasitic 

load. 

Therefore, simvastatin by activating the Notch 1 pathway improves cardiac conditions 

by increasing perfusion, despite the damage induced by T. cruzi. 

Thus, as a projection of the results presented herein, we propose to study statin 

repositioning for the comprehensive management of patients with Chagas disease as a 

new clinical indication for this group of drugs. 

This work was financed by FONDECYT 1170126, CONICYT 21151001 y 

REDES170126 grants 
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INTRODUCCIÓN  

 

ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

La enfermedad de Chagas (EC) (Ribeiro et al. 2009), causada por el parásito 

protozoario, Trypanosoma cruzi, es endémica en Latinoamérica y se transmite 

directamente desde insectos vectores hematófagos como el Triatoma infestans, o 

“vinchuca”.  La transmisión también puede ocurrir a través de mecanismos no 

vectoriales como transfusión sanguínea, trasplante de órganos infectados, transmisión 

vertical madre-hijo y vía oral (Rassi 2010).  

 

El parásito T. cruzi posee una población no homogénea y se han descrito diferentes 

cepas en la naturaleza que poseen variaciones específicas entre ellas, como la 

capacidad infectante, el comportamiento en el hospedero, la capacidad de inducir al 

sistema inmune, la preferencia por tejido específico y la sensibilidad o resistencia a 

los agentes farmacológicos (Prata 2001).  

 

A nivel mundial, más de 6 millones de personas se encuentran infectadas, siendo la 

mayoría de los casos pertenecientes a América Latina y se presentan 36.800 nuevos 

casos cada año.  Sin embargo, el perfil epidemiológico de la enfermedad ha cambiado 

y aumentado en Estados Unidos, Canadá, Europa, Japón y Australia, principalmente 

por la migración de la población entre América Latina y los otros continentes 

(Albajar-Viñas and Dias 2014) 

 

EVOLUCIÓN CLINICO-PATOLÓGICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS  

La EC se caracteriza por una fase aguda o inicial, que ocurre cuando se produce la 

infección, con una duración de 2 a 4 semanas, y se presenta de manera asintomática o 

con síntomas inespecíficos.  Se pueden presentar síntomas característicos como el 

signo de Romaña, que corresponde a un edema periorbital producto de la infección; 

sin embargo, menos del 1% de los pacientes presentan síntomas clínicos como 
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miocarditis aguda, hepatomegalia, linfadenopatías, derrame pericárdico y 

meningoencefalitis (Bern 2015).  Una vez superada la fase aguda, los pacientes entran 

en una etapa crónica indeterminada de la enfermedad en la cual no se presentan 

síntomas.  Disminuye la parasitemia por acción del sistema inmune del hospedero; 

pero los parásitos no desaparecen, sino que se mantienen dentro de las células, 

generando una persistente inflamación (Bern 2015).  En algunos casos, la enfermedad 

evoluciona a la fase crónica sintomática, que se manifiesta décadas después de la 

infección y las manifestaciones clínicas son órgano específicas: cardíacas, digestivas 

o una combinación de ambas (Albajar-Viñas and Dias 2014).  

 

La CCC se caracteriza por infiltrados inflamatorios, isquemia focal y distintos grados 

de fibrosis (Ribeiro et al. 2012).  A pesar de que la cardiomiopatía chagásica se 

presenta similar a la idiopática, los pacientes con CCC tienen peor pronóstico, por la 

persistencia del parásito, la inflamación crónica y el remodelado cardíaco por la 

fibrosis (Gutierrez et al. 2009).  

 

La miocarditis chagásica crónica progresa lentamente e involucra todas las cámaras 

cardíacas, los nervios cardíacos parasimpáticos y el sistema de conducción (Marin-

Neto et al. 2007), lo que origina insuficiencia cardíaca, arritmias, bloqueos en la 

conducción, tromboembolismo, accidentes cardiovasculares y muerte súbita (Rassi 

2010).  Una manifestación temprana es la anormalidad en la contracción de la pared 

del ventrículo izquierdo (VI), lo que se asocia con las arritmias (Nunes et al. 2013).  

Otra característica de la CCC es la prevalencia de un aneurisma apical izquierdo, que 

se encuentra en 8,5% de los casos asintomáticos y en 45% de los casos con 

disfunción sistólica ventricular y falla cardíaca (Viotti 2004).  Estos aneurismas 

predicen tromboembolismos y accidentes cerebrovasculares.  En todo caso, la 

disfunción diastólica es un marcador importante de CCC y generalmente precede a la 

disfunción sistólica debido a que la miocarditis afecta la relajación ventricular y el 

llenado diastólico (Nunes et al. 2009). 
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Varios estudios demuestran que CCC cursa con isquemia por falta de perfusión, 

debido al daño que se produce en la microcirculación, lo que contribuye a la muerte 

de cardiomiocitos y como consecuencia, aumenta la fibrosis reparativa (Healy et al. 

2015).  La dilatación de las células miocárdicas en compensación de las alteraciones 

funcionales lleva a una miocardiopatía dilatada.  Simultáneamente se favorece el 

adelgazamiento de la pared ventricular, la aparición del aneurisma ventricular y la 

cardiomegalia favorece los trombos de pared (Ribeiro et al. 2012) y la posibilidad de 

tromboembolismos.  

 

FISIOPATOLOGÍA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

Los tripomastigotes, forma infectiva del parásito, invaden todo tipo de células 

nucleadas, pero poseen un tropismo intrínseco hacia el tejido cardíaco y tracto 

gastrointestinal (Andrade et al. 1999), que explica que las lesiones más importantes 

ocurran en el miocardio produciendo una cardiomiopatía, que es el aspecto clínico 

más importante de la enfermedad, debido a su frecuencia y severidad (Rassi 2010). 

 

Durante la primoinfección con el T. cruzi, se activan macrófagos y células dendríticas 

a través de los denominados PAMPS (Patrones Moleculares Asociados a Patógeno), 

lo que desencadena la producción, en primera instancia, de IL-12.  A su vez, la IL-12 

induce la síntesis de IFN-γ por las células NK.  Este a su vez activa a los macrófagos 

incrementando la producción de IL-12, pero también de TNF-α y NO, lo que 

contribuye a la eliminación del parásito, o al menos a controlar su replicación.  

Además, el IFN-γ también contribuye al reclutamiento de células T, al inducir la 

producción de quimioquinas y moléculas de adhesión.  La población predominante de 

linfocitos T en el sitio de la primoinfección es CD8+.  Por lo tanto, la generación de 

citoquinas inflamatorias y células citolíticas al inicio de la infección es crítica en la 

contención del parásito.  Este proceso es crítico y de hecho se postula que el delicado 

equilibrio entre el proceso inflamatorio y su resolución es clave para prevenir el daño 

tisular.  Se ha demostrado que la IL-10 cumple un rol inmunomodulador en este 
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proceso.  Por otro lado, IL-17 también controla la inflamación cardiaca al modular la 

respuesta T helper 1 (Th1).  En todo este proceso la persistencia del parásito es 

crucial y es causal de una persistente respuesta Th1.  De hecho, se ha asociado una 

respuesta predominante Th1 (donde está aumentada la expresión de IL-6, IL-1 y 

TNF-α, contribuyendo a la contención de la replicación parasitaria y la parasitemia) 

con el desarrollo de la cardiopatía crónica sintomática (Flavia Nardy, Freire-de-Lima, 

and Morrot 2015); mientras que una respuesta predominantemente Th2 mantiene una 

fase indeterminada prolongada (Andrade, Gollob, and Dutra 2014).  

 

El IFN-γ es central en este proceso, pues activa a los macrófagos y cardiomiocitos 

para producir TNF-α.  En pacientes con CCC, el IFN-γ está aumentado y contribuye a 

la disminución de la contractibilidad, probablemente por apoptosis de cardiomiocitos 

por la generación de ROS y RNS.  Además, regula la fibrosis cardíaca aumentando la 

proliferación de fibroblastos, la producción de hialuronato y metaloproteinasas 2 y 9. 

La producción de IFN-γ y con ello, el aumento de quimioquinas como CCL3, CCL5, 

y CXCL1 atraen más células Th1, produciendo una acumulación de éstas, mayor 

producción de IFN-γ y con ello, la perpetuación del proceso inflamatorio y el daño 

cardíaco que esto conlleva (Acevedo, Girard, and Gomez 2018).  

 

IFN-γ y el TNF-α inducen la activación de NF-B para el control parasitario 

aumentando la síntesis de iNOS, para generar altas cantidades de NO e intermediarios 

reactivos de nitrógeno, los cuales tienen actividad tripanocida.  Pero también, la 

activación persistente de NF-B por IFN-γ/TNF-α genera mayor síntesis de ROS, 

induciendo un desbalance mitocondrial, lo que conlleva a una pérdida de potencial de 

membrana, generación de ATP y apoptosis, participando activamente en la 

generación de la fibrosis reparativa hasta un remodelado cardíaco (Booney et al. 

2019). 
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Dentro de la respuesta inflamatoria y sus mediadores, se pueden generar respuestas 

autoinmunes.  Aunque controvertidos, se han propuesto dos mecanismos.  Se ha 

descrito que las células T pueden ser las responsables, principalmente las Th17 y 

Treg, al reconocer antígenos del parásito que pueden confundirse con componentes 

propios del hospedero, como la cadena pesada de la miosina y la proteína B13 del 

parásito, lo que se conoce como mimetismo y podría explicar los efectos sobre la 

contracción cardíaca.  El segundo mecanismo, corresponde a la activación inmune 

inespecífica en un ambiente inflamatorio, lo cual desencadena una respuesta mediada 

por células T CD4+ y CD8+ que no sólo dañan las células infectadas, sino que 

también las sanas. Estos mecanismos podrían explicar el daño cardíaco crónico 

(Booney et al. 2019).  

 

TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 

Actualmente el objetivo del tratamiento para la enfermedad de Chagas es eliminar el 

parásito con benznidazol, que es efectivo contra todas las formas de los parásitos y 

útiles principalmente en la fase aguda de la enfermedad (Rassi 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 2001).  En el estudio clínico BENEFIT se 

analizó la eficacia y seguridad de benznidazol en la sintomatología de la cardiopatía 

chagásica crónica en pacientes. No obstante, este tratamiento no logró disminuir las 

complicaciones cardíacas como la taquicardia ventricular y la falla cardíaca, entre 

otras, a pesar de la importante disminución de la carga parasitaria (Morillo et al. 

2015).  

 

El tratamiento de la CCC es sintomático siguiendo las recomendaciones clínicas para 

el manejo de la falla cardíaca.  El tratamiento de primera línea para las cardiopatías, 

son los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y los β 
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bloqueadores, sin embargo, estos últimos pueden producir bradiarritmias (Botoni et 

al. 2007).  A pesar de que estos tratamientos cuentan con el apoyo de distintos 

estudios clínicos, los datos no se enfocan directamente en la falla cardíaca producida 

por la CCC.  El trasplante cardíaco es el tratamiento de elección en aquellos casos 

con falla cardíaca avanzada resistente al tratamiento farmacológico. En la actualidad 

el trasplante en caso de cardiomiopatía refractaria ha demostrado ser una excelente 

alternativa.  Hasta el 45% de los pacientes trasplantados experimentan reactivación, 

pero con el tratamiento antiparasitario adecuado, la enfermedad se puede contener.  

Tal vez debido a que son pacientes más jóvenes, el paciente chagásico trasplantado 

tiene un mejor pronóstico a pesar de la reactivación (Bestetti and Theodoropoulos 

2009; Gray et al. 2018).  

 

La muerte súbita puede ocurrir en cualquier etapa que presenta la EC.  Generalmente 

es consecuencia de fibrilación ventricular, que puede o no estar precedida por una 

taquicardia ventricular.  Para prevenir las arritmias y la muerte súbita, se ha usado 

amiodarona, pero no hay suficiente evidencia clínica que avale el uso de este fármaco 

en EC (Bestetti and Cardinalli-Neto 2008), aunque un reciente metaanálisis 

recomienda su uso, tomando siempre en consideración los riesgos del uso de este 

agente (Stein et al. 2018).  

 

Lamentablemente, no se han descubierto nuevos agentes antichagásicos clínicamente 

superiores a los usados en la actualidad, no hay desarrollo de vacunas y no existen 

tratamientos concretos que puedan revertir el daño cardíaco producido, por lo que se 

necesitan nuevas estrategias que mejoren o disminuyan las manifestaciones clínicas 

cardíacas que se presentan en la fase crónica para mejorar la calidad de vida de los 

pacientes.  
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ESTATINAS EN EL CONTEXTO DE LA CARDIOPATIA CHAGÁSICA 

CRÓNICA 

En la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos y fármacos antichagásicos, se han 

considerado a los agentes hipolipemiantes como las estatinas.  Sus efectos 

pleiotrópicos, entre los cuales destacan los efectos antiplaquetarios, antiinflamatorios 

y vasodilatadores podrían ser también útiles para mejorar las condiciones de la CCC.  

Los efectos de las estatinas están mediados, en parte por 15-epi-lipoxina A4 (15-epi-

LXA4), un eicosanoide prorresolutorio de la inflamación.  Estos eicosanoides son 

como grupo, un conjunto de moléculas derivadas de ácidos grasos poliinsaturados 

como el ácido araquidónico, ácido docosahexaenoico o el ácido eicosapentaenoico.  

A este grupo de lípidos pertenecen las protectinas, maresinas, resolvinas y lipoxinas 

(Serhan et al. 2014).  La 15-epi-LXA4 pertenece al grupo de las lipoxinas, derivadas 

del ácido araquidónico por acción de una actividad de 15-lipooxigenasa.  Sin 

embargo, se encontró que la aspirina, al acetilar la ciclooxigenasa 2 (COX-2), 

producía en ella un cambio metabólico hacia una actividad de 15-epimerasa, lo que 

permite generar la 15-epi-LXA4 (denominada también lipoxina gatillada por aspirina) 

(Serhan 2002).  Posteriormente se encontró que la nitrosilación de COX-2, inducida 

por la acción de estatinas al aumentar la actividad de eNOS (Levy 2006), también era 

capaz de generar 15-epi-LXA4.  Las lipoxinas y algunas resolvinas actúan 

directamente en el receptor FPR2/ALX (Petri et al. 2015; Chiang, Arita, and Serhan 

2005), acoplado a proteína G, que dependiendo del tipo celular, se acopla a distintos 

elementos de la cascada de transducción de señales: por ejemplo en macrófagos se 

asocia a Gi/Go para disminuir la polimerización de actina, disminuyendo así el 

infiltrado leucocitario (Basil and Levy 2016); además, como en todas las vías de 

señalización, también existe cross-talk con otras vías, como por ejemplo la que 

gobierna a NF-B y eventualmente también con Notch. 

 

Como la CCC cursa con procesos inflamatorios crónicos debido a la persistencia del 

parásito en tejido cardíaco, se presumen necesarios los efectos antiinflamatorios de 
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las estatinas.  Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que la 

simvastatina, a través de la producción de 15-epi-lipoxina A4, disminuye la 

inflamación y producción de moléculas de adhesión, normalizando la función 

endotelial (Campos-Estrada et al. 2015) y mejorando el daño en el tejido cardíaco de 

ratones BALB/c infectados con T. cruzi (González-Herrera et al. 2017).  La 

simvastatina es una estatina que ha demostrado tener la capacidad para aumentar la 

formación de estructuras vasculares y promover procesos angiogénicos, 

independiente de la disminución de colesterol, en modelos isquémicos; por lo tanto, 

se puede postular que estatinas como la simvastatina podrían mejorar la baja 

perfusión producida en la CCC y sus consecuencias.  

 

VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE NOTCH 1 

Se ha descrito que simvastatina induce la actividad de la vía de Notch frente a un 

daño isquémico, promoviendo angiogénesis y mejorando la perfusión en un modelo 

de isquemia cerebral (Xu et al. 2009; Zacharek et al. 2009), lo que hace a esta vía un 

blanco terapéutico novedoso. 

 

La vía de señalización de Notch participa en la comunicación intercelular entre 

células adyacentes y está involucrada en procesos celulares como la determinación 

del destino celular, diferenciación, proliferación y apoptosis. Se ha descrito que la vía 

Notch es fundamental en la cardiogénesis y la identificación de mutaciones de Notch 

se relaciona con enfermedades cardiovasculares congénitas. La señalización de Notch 

está involucrada en la diferenciación de cardiomiocitos, la formación del canal 

atrioventricular, el desarrollo de las válvulas cardíacas, la trabeculación ventricular y 

la remodelación del tracto de flujo (High and Epstein 2008). 

 

Se compone de cuatro receptores Notch (1-4) y cinco ligandos, Jagged 1, Jagged 2, 

Delta-like 1, Delta-like 3 y Delta-like 4 (Li, Hiroi, and Liao 2010).  La vía de Notch 

es un sistema de comunicación de corto alcance entre dos células adyacentes.  La 
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activación del receptor por su ligando implica una secuencia de eventos proteolíticos 

precisos. En primer lugar, cuando el ligando se une al receptor de Notch se produce 

un cambio de conformación que expone el receptor a la acción de una proteasa 

extracelular ADAM10 (a disintegrin and metalloproteinase, por su sigla en inglés), 

que escinde la porción extracelular del receptor y que será endocitada por la célula 

señalizadora junto con el ligando.  A su vez, un intermediario transmembranoso 

originado es sometido a la actividad de un complejo multiproteico, denominado 

genéricamente -secretasa, que presenta actividad de aspartato proteasa.  Este 

complejo consta de 4 subunidades esenciales: presenilina 1 (Ps 1), nicastrina (Nct), 

anterior pharynx defective (APH1) y potenciador de presenilina 2.  El sitio catalítico 

se encuentra en presenilina 1 y es capaz de realizar la proteólisis de Notch 1 

generando un fragmento N-terminal intracelular (NICD, por N-terminal IntraCelular 

Domain) que es la forma activa de Notch, el cual se trasloca al núcleo.  En el núcleo 

el NICD, libera al factor de transcripción CBF-1/Suppressor of hairless/Lag-1 (CSL) 

y permite la expresión de genes de la familia Hrt (Hairy/enhancer of split (Hes), 

proteínas relacionadas a Hes (Hey), y Notch-regulated ankyrin repeat protein (Nrarp) 

los cuales a su vez regulan la expresión de otros genes involucrados en la 

morfogénesis y diferenciación celular en distintos órganos (Kopan and Ilagan 2009).   

 

Aunque se acepta que la regeneración del corazón es mínima, recientemente se ha 

descrito la existencia de poblaciones de células totipotenciales, las cuales a través de 

la vía Notch promueven la regeneración del miocardio luego de un infarto (Zhou and 

Liu 2014).  También se ha visto que la activación de Notch 1 limita la hipertrofia del 

cardiomiocito, promueve la proliferación de células precursoras, protege de la 

isquemia, induce la angiogénesis e inhibe la fibrosis al inhibir la transformación de 

fibroblasto a miofibroblasto (Fan et al. 2011).  Por lo tanto, es interesante la 

búsqueda de agentes que modulen esta vía para disminuir y revertir el daño 

producido en el tejido cardíaco por T. cruzi. 
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Estudios revelan que simvastatina, frente a un ataque isquémico cerebral, activa 

Notch 1 y aumenta la proliferación de células endoteliales (Xu et al. 2009; Zacharek 

et al. 2009; Kikuchi et al. 2011).  Además, al inyectar directamente el ligando Jagged 

1 al corazón en un modelo in vivo de infarto al miocardio, se observó menor daño 

luego de la reperfusión, disminución de fibrosis y angiogénesis (Boopathy et al. 

2015).  Por otra parte, se ha descrito que pitavastatina aumenta el gen de presenilina 1 

en un modelo isquémico (Kikuchi et al. 2011), lo que conlleva a un aumento de la 

activación de Notch.  

 

 

 
 

Figura 1.Esquema de la vía de señalización de Notch.  

Se presenta la vía y los distintos eventos proteolíticos.  Durante la maduración y el transporte del 

receptor a la membrana, Notch se escinde en el sistema Golgi en el sitio-1 (S1) por una convertasa 

similar a la furina, lo que da como resultado un receptor transmembrana heterodimérico.  Cuando se 

une el ligando se induce un cambio conformacional y la metaloproteasa ADAM10 es capaz de escindir 

a Notch en el sitio-2 (S2) recién expuesto.  La escisión de S2 da como resultado un fragmento NEXT 

que se escinde directamente por el complejo γ-secretasa (S3), para generar el dominio intracelular 
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(NICD). NICD se transloca al núcleo donde participa en un complejo co-activador que se une a CSL y 

comienza la transcripción del gen objetivo. Una escisión adicional en el sitio-4 (S4) está mediada por 

la γ-secretasa en el centro del dominio transmembrana que da como resultado el fragmento N, 

probablemente destinado a eliminar fragmentos residuales de Notch de la membrana (van Tetering and 

Vooijs 2011).  

 

Por lo tanto, es interesante la búsqueda de agentes que modulen la vía Notch en un 

modelo de infección por T. cruzi para disminuir y, eventualmente, revertir el daño 

cardíaco.  Por esta razón, en este estudio se investigarán los efectos que produce 

simvastatina al activar la vía Notch 1 en un modelo de infección por T. cruzi in vitro 

e in vivo y se postula la siguiente hipótesis:   
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HIPÓTESIS 

 

Simvastatina, a través de la producción de 15-epi-LXA4, activa la vía de Notch 1 para 

revertir la progresión del daño endotelial y cardíaco inducidos por la infección in vitro e 

in vivo de Trypanosoma cruzi. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL  

Evaluar el mecanismo de simvastatina como activador de Notch 1 in vitro en 

células endoteliales y como agente cardioprotector en un modelo murino de 

cardiomiopatía chagásica crónica. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Evaluar el efecto de simvastatina en células endoteliales infectadas con T. cruzi 

sobre Notch 1, determinando: 

• Niveles de expresión  

• Activación del receptor 

• Formación de tubo endotelial  

 

2. Evaluar el efecto de simvastatina en un modelo murino infectado crónicamente 

por T. cruzi sobre Notch 1, determinando  

• Niveles de expresión   

• Activación del receptor 

 

3. Evaluar el efecto de Notch 1 modulado por simvastatina en el modelo murino 

infectado sobre:  

• Sobrevida  

• Remodelación cardíaca 

• Función cardíaca 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cultivos celulares  

Se utilizaron células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC (Gibco®, 

USA)) correspondiente a una línea primaria proveniente de un pool de donantes, del 

tercer pasaje (F3), las cuales se mantuvieron en Medio 200 suplementado con LSGS 

(low serum growth supplement), el cual contiene 2% de suero fetal bovino (SFB, 

Gibco®). Las células VERO (ATCC- CCL-81®) se mantuvieron en medio RPMI 1640 

(Biological Industries®, USA) suplementado con SFB 5% y antibióticos 1% 

(penicilina/estreptomicina, Biological Industries®). Ambos cultivos celulares se 

mantuvieron en una atmósfera humidificada a 37 °C y CO2 al 5%.  

Animales 

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 8 semanas, los cuales se mantuvieron en 

la Estación Experimental del Programa de Farmacología, con comida y agua ad 

libitum. El manejo de los animales fue acorde a la “Guía para el manejo y cuidado de 

los animales de laboratorio” (National_Research_Council 2011). La manipulación de 

los animales y los procedimientos experimentales propuestos fueron autorizados por 

el Comité de Ética de la Facultad de Medicina en el protocolo 0914 FMUC del año 

2017 respaldado por el proyecto FONDECYT 1170126, por cuanto el número de 

ratones, la infección con T. cruzi, así como la cantidad y duración de los tratamientos 

son los mismos que se plantean en el presente proyecto. 

Infección con T. cruzi 

Para la infección del modelo in vitro e in vivo se utilizaron tripomastigotes de T. cruzi 

de la cepa Dm28c, obtenidos de células VERO infectadas. Los sobrenadantes de los 

cultivos de células VERO fueron centrifugados a 500 g por 10 min.  Luego, el pellet 

fue resuspendido en medio RPMI 1640 para alcanzar la concentración deseada de 

parásitos, cumpliendo con una multiplicidad de infección (MOI) de tres parásitos por 

célula (3:1).  En células HUVEC se agregó al medio tripomastigotes en el MOI 

indicado durante 16 horas (Campos-Estrada et al. 2015), al cabo de los cuales se 



27 

retiró el medio de cultivo y se reemplazó por medio fresco con o sin los distintos 

tratamientos empleados en esta tesis. 

Ratones BALB/c sanos fueron infectados con 1 x 105 parásitos por vía intraperitoneal 

i.p.), disueltos en 100 µL de PBS.  A los 10 días, cuando se obtuvo la máxima 

parasitemia, se extrajo la sangre por punción cardiaca bajo anestesia general.  Se 

juntó la sangre de diferentes donantes, recolectada con anticoagulante EDTA y se 

diluyó con PBS para obtener una concentración de 10 parásitos/µL.  Para los 

experimentos in vivo, se inyectó 100 µL de esta sangre por vía i.p. a los ratones 

BALB/c y se verificó la calidad de la infección midiendo la parasitemia en muestras 

de sangre obtenida de la punta de la cola, cada dos días post infección (dpi) hasta que 

el parásito fue indetectable (Molina-Berrios et al. 2013). 

Esquema de tratamiento en células HUVEC.  

Se sembraron 1x105 células HUVEC en placas de 12 pocillos, a las cuales 

previamente se las incubó con 0,5 µM éster de succinimidil-carboxifluoresceína 

(CFSE, Ex/Em 492/517 nm Biolegend®, USA) durante 5 minutos, una sonda 

fluorescente para el reconocimiento de éstas.  Luego de 24 horas, se infectaron con 

tripomastigotes de T. cruzi durante 16 horas y tras reemplazar el medio de cultivo, las 

células infectadas se incubaron con concentraciones crecientes de simvastatina (0,005 

– 5 µM, Sigma Aldrich®, USA), 100nM 15-epi-lipoxina A4 (Cayman Chemicals®, 

USA) ó 10 µM Jagged 1, (AnaSpec®, USA). Las soluciones stock de los reactivos se 

prepararon en dimetilsulfóxido (DMSO, Merck®, Alemania).  La concentración final 

de DMSO en los cultivos no fue mayor al 0.025%.  El tiempo de incubación varió de 

6 a 24 horas y al término de este período se cosecharon las células para ser sometidas 

a análisis por citometría de flujo. 

 

Citometría de flujo  

Las células HUVEC se lavaron con PBS, y se cosecharon con tripsina e incubaron 

con la sonda Zombie® UV (1:1000, Ex/Em 350/459 nm, BioLegend®), para 

determinar viabilidad, durante 30 minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron 
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durante 1 hora con los anticuerpos contra Notch 1 APC (1:200, Ex/Em 600/660 nm, 

BioLegend®) y Jagged 1 PE (1:200, Ex/Em 488/575 nm, BD Pharmingen®, USA). 

Posteriormente se lavaron con PBS y se permeabilizaron con el kit 

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer set (eBioscience®, USA) siguiendo las 

indicaciones del fabricante para realizar la tinción intracelular. Se incubó con los 

anticuerpos contra NICD, Hey 1 y Hes 1 durante 1 hora (1:200, abcam®, UK), y se 

utilizó como anticuerpos secundarios anti-rabbit IgG Brilliant Violet 510 (1:200, 

Ex/Em 405/510 nm, BioLegend®) ó 421 (1:200, Ex/Em 405/421 nm BioLegend®). La 

fluorescencia asociada se detectó por citometría de flujo en el equipo LSRFortessa 

con 30.000 eventos por condición con el software BD FACSDIVA® (BD, 

Biosciences®, USA).  

Western Blot  

Se sembraron 3x105 células HUVEC en placas de 6 pocillos, las cuales se infectaron 

con T. cruzi y se incubaron con simvastatina 0,5 µM, 15-epi-lipoxina A4 100nM, 

Jagged 1 10 µM, durante 6 horas y 24 horas. Las células se homogenizaron en buffer 

de lisis a 4 °C (Tris 10 mM pH 8.0; SDS 1% v/v y un cóctel inhibidor de proteasas 

(Complete Mini, Roche®)). El homogenizado se centrifugó a 15000 g por 15 minutos 

y las proteínas del sobrenadante se cuantificaron por el método de Bradford 

utilizando albúmina sérica bovina como estándar (Sigma Aldrich®).  Se realizó una 

electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 10% usando 40 μg de proteína total. 

Posteriormente el gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa, la cual se 

bloqueó con leche descremada al 10 % (v/v) en TBS-Tween (Merck ®) durante 1 

hora.  Las membranas se incubaron con anticuerpos primarios contra Notch 1 (1:500, 

abcam®), presenilina 1 (1:100, abcam®) y GAPDH (1:100, Santa Cruz 

Technologies®, USA) como control de carga, durante la noche a 4°C. Luego se 

incubaron con anticuerpo secundario anti-rabbit IgG conjugado a HRP (1:5000).  Las 

membranas se revelaron por quimioluminiscencia utilizando Immobilon® (Merck®) 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante con el scanner c-DiGit® con ayuda del 
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software Image Studio (LI-COR® Bioscience, USA). El análisis se realizó por 

densitometría de las bandas utilizando el software Image J (ImageJ 1.6v) 

Ensayo de formación de tubo  

Se sembraron 5x104 células HUVEC en placas de 12 pocillos, las cuales se infectaron 

con 1,5 x 105 tripomastigotes por 16 horas. Luego, las células se cosecharon y se 

sembraron en una cámara Lab-tek II (Invitrogen®) de 4 pocillos (previamente tratada 

con Matrigel (Corning®, USA)). Las células se trataron con simvastatina 0,5 µM, 

Jagged 1 10 µM, N‐[N‐(3,5‐difluorofenacetil) ‐L‐alanil]‐S‐fenilglicina t‐butil éster 

(DAPT, 10 µM Tocris®, UK, un inhibidor de la vía Notch,) y LY294022 (10 µM, 

CellSignaling®, USA, un inhibidor de PI3K) durante 24 horas a 37 °C.  Las 

estructuras se fotografiaron y se analizaron en un microscopio Motic BA310 

acoplado con cámara 5,0 MP Moticam, cuantificando las estructuras tipo tubo con el 

software Wimasis® (Wimasis, 2016, Tube Formation Assay Image Analysis 

Solution. Release 4.0).  

Ensayo de RT-qPCR 

Se sembraron 3x105 células HUVEC en placas de 6 pocillos, se infectaron con T. 

cruzi y se trataron con simvastatina 0,5 µM, 15-epi-lipoxina A4 100nM o Jagged 1 10 

µM. Se homogenizaron con TRIzol® (Invitrogen®, USA) para la extracción de RNA 

total según las indicaciones del fabricante. La transcripción inversa se realizó con el 

kit de transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen®, USA) según las instrucciones del 

fabricante. Las reacciones de qPCR se realizaron con SYBR® Green PCR Master 

Mix (Bioline®, USA), utilizando los partidores humanos de la Tabla 1. La expresión 

génica relativa se analizó utilizando el método 2- ∆∆Ct. Los niveles de mRNA se 

relativizaron utilizando GAPDH como gen constitutivo.  

Gen Forward primer Reverse primer 

NOTCH 1 ACCCTTTTCTGGGGAAAGAC

ACTG 

GGCTCTGGCAAGTCTCCTACA 

AAA 

JAG 1 CTGCCTTTCAGTTTCGCCTG ACTGTCAGGTTGAACGGTGTC 
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HES 1 GCACAGAAAGTCATCAAAG

CCT 

GAGTGCGCACCTCGGTATTA 

PSN 1 CGGGGAAGCGTATACCTAAT

CT 

ACGGTGCAGGTAACTCTGTC 

GAPDH AAAGCCTGCCGGTGACTAAC CCCAATACGACCAAATCAGAG

AATA 

Tabla 1. Partidores humanos utilizados para qPCR 

Para determinar la carga parasitaria en los corazones de los ratones infectados con T. 

cruzi, se aisló el ADN utilizando el Kit de purificación de ADN genómico Wizard 

(Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN se cuantificó en 

función de la absorbancia a 280 nm utilizando un espectrofotómetro Varioskan 

(Thermo Scientific, USA). La amplificación del ADN se realizó con SYBR® Green 

PCR Master Mix utilizando partidores de ADN satélite para T. cruzi Dm28c, F 5’-

3’GCTCTTGCCCACAMGGGTGC y R 3’-5’CAAGCAGCGGATAGTTCAGG en 

un equipo Applied Biosystems 7300 RT-PCR system (Thermo Fisher). La carga 

parasitaria de los tejidos cardíacos infectados se calculó desde una curva estándar 

generada de un tejido cardíaco homogenizado y enriquecido con 106 tripomastigotes 

de T. cruzi y diluciones seriadas  en un rango de 101 a 106 parásitos 

equivalentes/mL de acuerdo con Duffy et al (Duffy et al. 2013). El límite de 

detección del ensayo fue 0,7 par. eq/mL (IC 95% 0,0089–0,7925) y un límite de 

cuantificación de 1,86 par. eq/mL de homogenizado.  

Protocolo de tratamientos en animales  

Los ratones BALB/c infectados fueron trataron con: simvastatina 1 mg/Kg/día (MSD, 

UK), 15-epi-LXA4 25 μg/kg/día (Cayman Chemicals®), simvastatina 1 mg/Kg/día + 

DAPT (Tocris®), simvastatina 1 mg/Kg/día + AA861 1 mg/Kg/día (inhibidor de 5-

LOX (5-lipooxigenasa), Santa Cruz®, USA), 15-epi-LXA4 25 µg/Kg/día + DAPT 10 

mg/Kg/día. Simvastatina fue disuelta en una suspensión de carboximetilcelulosa 

(CMC) al 0,5% y administrada mediante sonda por vía oral una vez al día, mientras 

que 15-epi-LXA4, DAPT y AA861 fueron disueltos en PBS y administrados 100 μL 

i.p. una vez al día. Los tratamientos fueron administrados desde el día 60 hasta el día 
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80 p.i. Finalmente, los animales se eutanasiaron el día 80 p.i y se extrajeron los 

corazones para posterior análisis.  

 

Histología  

Los corazones extraídos se fijaron en formaldehído 4% (pH 7.3) durante 12 horas, se 

deshidrataron en alcohol y clarificaron en xileno para luego ser embebidos en 

parafina y seccionados a 5 μm.  Los cortes de parafina se tiñeron con hematoxilina-

eosina para observar arquitectura y organización cardíaca. Además, se tiñeron con 

rojo picrosirio (Sigma Aldrich®) para observar organización de colágeno. Las 

imágenes se obtuvieron con el microscopio Motic BA310 acoplado con cámara 5,0 

MP Moticam y se analizaron con el software Image J v.1.6. 

Inmunohistoquímica 

Las proteínas de la vía Notch 1 se evaluaron en los tejidos cardíacos por técnica de 

inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos primarios contra Notch 1 (1:200), NICD 

(1:100) y Hes 1 (1:200) (abcam®). Se realizó la tinción utilizando un kit de 

peroxidasa y diaminobenzidina como cromóforo según las instrucciones del 

fabricante (RTU-Vectastain kit®, Vector Laboratories, USA). Los cortes de corazón 

se tiñeron con hematoxilina. Las imágenes se obtuvieron con microscopio Motic 

BA310 acoplado con cámara 5,0 MP Moticam y se analizaron con el software Image 

J v.1.6.  

Inmunofluorescencia  

Para determinar angiogénesis, los tejidos cardíacos se evaluaron por inmunoensayo 

con triple tinción para Ki67 (1:200, Cell Signaling®, un marcador de proliferación 

celular), conjugado con Alexa 647 (1:200, Invitrogen®), e isolectina B4 conjugada 

con Alexa 594 (1:200, Invitrogen®) para determinar la línea endotelial murina y 

DAPI como marcador de núcleos. Además, para evaluar la vía de Notch se marcó 

endotelio y NICD (1:100, abcam®) conjugado con Alexa 647 (1:200, Invitrogen®). 

Las imágenes se obtuvieron con el microscopio confocal Spinning Disk (Perkin 
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Elmer) con lente 40X en aceite (NA = 1,3). El procesamiento de las imágenes se 

realizó desde 5 campos por corazón utilizando el software Fiji.  

Ecocardiografía transtorácica 

Los estudios ecocardiográficos se realizaron en los ratones BALB/c previo a la 

infección (sanos), al día 40 p.i (previo al tratamiento) y al día 80 p.i (post-

tratamiento). Los ratones se colocaron en posición supina, fueron ligeramente 

sedados con isoflurano (1,5%) y se les afeitó el pecho con crema depilatoria.  Para la 

ecocardiografía se usó un transductor iRL- RS de 13 MHz con un ecocardiógrafo 

Vivid i® (General Electric®, USA) y se obtuvieron imágenes bidimensionales (modo 

B) del ventrículo izquierdo. Con ayuda del software EchoPAC versión 113 (General 

Electric®, USA) se obtuvo el diámetro ventricular izquierdo y el diámetro de la pared 

posterior en sístole, de acuerdo con las recomendaciones de la Sociedad Americana 

de Ecocardiografía (Schiller et al., 1989; Sahn et al., 1978). Los parámetros de 

funcionalidad cardíaca como fracción de eyección (FE) y la fracción de acortamiento 

(FA) fueron calculados con la ecuación de Teicholz para modelos de ecocardiografía 

(Chengode 2016). 

𝐹𝐸 =  (⌈
7𝑑𝑑3

2,4 + 𝑑𝑑
⌉ − [

7𝑑𝑠3

2,4 + 𝑑𝑠
 ]) × 100 

𝑑𝑑 = 𝑑𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑖á𝑠𝑡ó𝑙𝑖𝑐𝑜; 𝑑𝑠 = 𝑑𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑠𝑖𝑠𝑡ó𝑙𝑖𝑐𝑜 

Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) 

La sangre de los ratones BALB/c se obtuvo a través de punción cardíaca el día 80 p.i, 

se centrifugó y el suero obtenido se guardó a −80 °C. Las muestras de suero se 

utilizaron para analizar TNF-α, IL-1β e IL-10. La cuantificación de las citoquinas se 

realizó utilizando ELISAs con anticuerpos monoclonales del kit ELISA Max Deluxe 

Set para ratón para TNF-α, IL-1β e IL-10 (Biolegend®) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Las placas de ELISA se leyeron a una longitud de onda 

de 450 nm en un lector de placa Asys Expert Plus (Biochrome®, UK). Todas las 

muestras se ensayaron en duplicado.  
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Análisis estadísticos 

Los resultados se expresaron como promedio ± SEM de cinco o más experimentos 

independientes. La normalidad de los datos se analizó con el test de Shapiro-Wilk y 

el análisis de varianza se realizó con ANOVA de una vía seguido de un post test de 

Dunett o Tukey. Un valor de p ≤ 0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 

La supervivencia de los ratones de los distintos grupos se analizó por el método no 

paramétrico de Kaplan-Meier. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el 

software Prisma 8.0 (GraphPad Prism, USA).   
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RESULTADOS  

 

OBJETIVO 1: Evaluar el efecto de simvastatina en células endoteliales infectadas por 

T. cruzi sobre Notch 1 en los niveles de expresión y en la activación del receptor.  

La señalización de Notch 1 en células HUVEC infectadas con T. cruzi aumenta 

después del tratamiento con simvastatina  

 

La primera aproximación al modelo celular en estudio fue verificar la integridad y 

actividad de la vía en las células HUVEC.  Es necesario recordar, que la vía de 

señalización de Notch está activa durante el desarrollo cardiovascular en la 

embriogénesis; sin embargo, diversas situaciones patológicas pueden activar esta 

vía en la vida adulta.  La Figura 2 presenta la respuesta de una población de células 

HUVEC a la infección con T. cruzi y posterior tratamiento con simvastatina 

después de 24 horas de incubación.  Como se puede observar en la Figura 2A, la 

infección con T. cruzi incrementó el número de células en las cuales es positiva la 

señal para el fragmento NICD, indicando que la vía es activa, tal y como se 

comprueba con el control positivo Jagged 1, y que responde ante condiciones 

patológicas.  Interesantemente, la simvastatina aumentó significativamente el 

número de células HUVEC infectadas con T. cruzi y positivas para NICD 

(p=0,0182).  Por otra parte, la actividad de 15-epi-LXA4 no fue diferente a la 

inducida por la presencia del parásito en las células HUVEC, por lo cual es 

probable que esta molécula no afecte el comportamiento de la vía.   

La Figura 2B presenta el efecto que tienen distintas concentraciones de 

simvastatina sobre la actividad de la vía de Notch en una población de células 

HUVEC.  De las tres concentraciones evaluadas se eligió 0,5 µM, que fue la 

concentración máxima efectiva. Concentraciones mayores a 0,5 µM alteraron la 

viabilidad celular, por lo que no fueron estudiadas.   
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Complementariamente a evidenciar la activación de la vía, se evaluó su 

funcionalidad determinando expresión de las proteínas reporteras Hes 1, Hey 1 y 

Jagged 1 mediante citometría de flujo (Figuras 2 y 3).   

Se ha descrito que la activación del receptor corresponde al evento en el cual se 

libera el dominio intracelular de Notch 1 (NICD, mostrado en la Figura 2), el cual 

se trasloca al núcleo actuando como un activador transcripcional, aumentando la 

expresión de genes relacionados con proliferación y diferenciación como, por 

ejemplo, los que pertenecen a la familia Hes o expresión cis de los ligandos de la 

vía, como Jagged 1 (Figura 3).   

 

Figura 2. Simvastatina activa Notch 1 en células endoteliales infectadas con T. cruzi. 

1 x 105 células HUVEC marcadas con CFSE fueron infectadas con tripomastigotes de T. cruzi 

(Dm28c) durante 16 horas y tratadas con simvastatina 0,005 µM - 0,5 µM a distintos tiempos. A) 

Cuantificación de la fracción positiva para NICD de células HUVEC a 24 horas de incubación con 

simvastatina 0,5 µM, 15-epi-LXA4 100 nM o Jagged 1 10 µM.  B) Evaluación de la activación del 

receptor de Notch 1, en función del tiempo, y de la fracción positiva para NICD de células HUVEC 

infectadas con T. cruzi e incubadas con diferentes concentraciones de simvastatina.  C) 

Representación dot plot de poblaciones de células HUVEC infectadas con T. cruzi (dot plot superior) 

y tratadas con simvastatina 0,5 µM. En el cuadrante se indica la población de células HUVEC 
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positivas para NICD.  Los datos corresponden a 5 experimentos independientes y están expresados 

como el promedio ± SEM. B) p ≤** 0,01 con respecto al control infectado, analizado por ANOVA 

de dos vías con post test de Bonferroni. C) * p ≤ 0,05 con respecto al control infectado; 𝜶 p ≤ 0,05 

con respecto al control sano, analizado por ANOVA de una vía con post test de Dunnet.  

La expresión de Hes 1, Hey 1 y de Jagged 1 indican la traslocación nuclear de 

NICD.  Así, en la Figura 3A se puede apreciar como la infección con T. cruzi 

aumenta significativamente (p = 0,0129) la cantidad de células HUVEC que 

expresan Hes 1, tempranamente (6 horas), aunque este no es un efecto sostenido.  

En presencia de la infección, el aumento en el número de células positivas para Hes 

1 va en el mismo sentido que el incremento en la producción del correspondiente 

mRNA (p = 0,0095; Figura 3B).  Esta producción de mRNA no es sostenida en el 

tiempo si lo comparamos con el mRNA de Hes de las células infectadas a las 18 

horas.  

En nuestro modelo de estudio, ni la infección ni los tratamientos administrados 

modificaron la expresión de Hey 1 (Figura 3C y 3D).  Por otro lado, la infección 

incrementa el número de células positivas para Jagged 1, aunque este efecto es más 

significativo a tiempos más tardíos de incubación (p =0,0039, Figura 3E), aunque 

no haya diferencias en la producción de mRNA (Figura 3F). 

Por otro lado, la simvastatina 0,5 μM también tiene un efecto interesante sobre la 

vía de Notch, pues la cantidad de células HUVEC que expresan Hes 1 (Figura 3A) 

y que exponen Jagged 1 en la membrana (Figura 3E) es significativamente mayor a 

la producida por la infección con T. cruzi por si sola.  Sin embargo, en el caso de 

Hes 1 ocurre sólo a tiempos tempranos, y en el caso de Jagged 1 la presentación está 

aumentada a las 6 horas y 24 horas.  Además, al tratar las células infectadas con 

simvastatina, el mRNA de Hes 1 aumenta significativamente (p <0,0001), de la 

misma manera que ocurre con el control positivo.  
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La 15-epi-LXA4 no modifica la expresión de Hes 1 ni de Jagged 1 (Figura 3A-E), 

lo cual se relaciona con el resultado anterior en el cual no aumenta la actividad de la 

vía (Figura 2C). 
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Figura 3. La activación del receptor de Notch con simvastatina induce traslocación efectiva de 

NICD al núcleo de las células HUVEC infectadas con Trypanosoma cruzi.  

1 x 105 células HUVEC fueron infectadas con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) durante 16 horas 

e incubadas con simvastatina 0,5 µM, 15-epi-LXA4 100 nM o Jagged 10 µM durante 6 y 24 horas. 

Análisis cuantitativo de la población celular positiva para A) Hes 1, C) Hey 1 y E) Jagged 1, las 

cuales se evaluaron a través de citometría de flujo.  Determinación de la expresión de mRNA de B) 

Hes 1, D) Hey 1, y F) Jagged 1, después de 6 y 18 horas de incubación con los tratamientos 

indicados anteriormente, determinado a través de un ensayo de qPCR, utilizando GAPDH como gen 

constitutivo para la normalización de los valores. Los datos corresponden a 5 experimentos 

independientes y están expresados como el promedio ± SEM. * p ≤ 0,05; *** ≤ 0,001 con respecto al 

control infectado, 𝜶 p ≤ 0,05 𝜶𝜶 ≤ 0,01 con respecto al control sano, analizado por ANOVA de dos 

vías con post test de Dunnet.  

El aumento en el número de células HUVEC en las que se evidencia activación de 

la vía podría explicarse por un aumento en la presentación del receptor de Notch 1 

en la superficie de la membrana.  En efecto, al hacer un análisis cuantitativo de la 

población de células HUVEC positivas para el receptor de Notch 1, se aprecia que 

aumentan con la infección, aunque no significativamente al ser comparadas con las 

células sanas (p = 0,9371; Figura 4A).  Sin embargo, tras la incubación con 

simvastatina, este número aumenta significativamente.  No obstante, estos cambios 

pueden ser debidos a un efecto sobre el reciclaje o en la expresión del mRNA del 

receptor.  Así, cuando se analiza el contenido total del receptor, en la población total 

de células HUVEC, tampoco se apreciaron cambios significativos (Figura 4B).  

Igualmente, la expresión del mRNA para el receptor no presenta variaciones 

respecto del control infectado o las células sanas (Figura 4C).    
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De acuerdo con lo observado en la Figura 4A, la 15-epi-LXA4 también afectaría la 

exposición de Notch de manera semejante a lo que hace simvastatina. Es decir, 15-

epi-LXA4 aumenta el número de células que exponen Notch 1 en su superficie (p = 

0,0073), sin modificar el contenido total de proteína o mRNA de Notch 1. 

 

Figura 4. Simvastatina aumenta el número de células HUVEC infectadas con T. cruzi que 

exponen el receptor Notch 1 en la superficie de la membrana.  

3 x 105 células HUVEC infectadas con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) durante 16 horas y 

fueron incubadas con simvastatina 0,5 µM, 15-epi-LXA4 100 nM o Jagged 1 10 µM durante 6 horas. 

A) Población celular positiva para Notch 1, determinada por citometría de flujo usando IgG anti 

Notch 1 conjugado con APC. B) Proteína total de Notch 1, determinada por western blot, utilizando 

GAPDH como proteína constitutiva. El panel inferior corresponde a un blot representativo. C) RNA 

mensajero de NOTCH 1 evaluado por qPCR, utilizando GAPDH como gen constitutivo. Los datos 

corresponden a 5 experimentos independientes y están expresados como el promedio ± SEM. *** p 

≤ 0,001; ** ≤ 0,01; * ≤ 0,05 con respecto al control infectado analizado por ANOVA de una vía con 

post test de Dunnet. 

Dado que la presenilina 1 (Ps1) es central en el proceso de activación del receptor 

de Notch, se evaluó el efecto de simvastatina sobre esta proteasa. En primer lugar, 

se evaluó si había modificaciones en la proteína total con la infección o con los 

tratamientos estudiados en combinación de distintos inhibidores, como DAPT, un 
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inhibidor directo de Ps1. Además, se ha descrito que la modificación de 

geranilgeranil pirofosfato, afecta directamente a la proteína G pequeña Rho y ésta 

modifica Ps1, por lo tanto, también se utilizó esta molécula.  Simvastatina aumenta 

la vía de PI3K, la cual podría tener un cross-talk con la vía de Notch 1, por lo que se 

utilizó el inhibidor de PI3K, LY294022.  En efecto, la expresión de la proteína total 

no varía (aun cuando se puede apreciar una ligera variación en el contenido de 

mRNA a las 6 horas de incubación) ni con la infección con T. cruzi ni con los 

distintos tratamientos aplicados, sea simvastatina o los inhibidores de su actividad o 

de la actividad de otros componentes de vías que podrían influir sobre esta enzima 

(Figura 5A y 5B), por lo que sólo se observa que la simvastatina podría alterar sólo 

la actividad de presenilina y de esta forma, la activación de la vía de Notch 1 como 

se observa en la Figura 2.   

 

Figura 5. La señalización de Notch 1 se activa por simvastatina a través del aumento de 

presenilina 1 en células HUVEC infectadas con T. cruzi.  

3 x 105 células HUVEC infectadas con tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) durante 16 horas y 

fueron incubadas con simvastatina 0,5 µM, 15-epi-LXA4 100 nM o Jagged 1 10 µM, LY294022 10 

µM, DAPT 10 µM, geranilgeranil pirofosfato (GGPi) 10 µM y N-Boc 10 µM durante 24 horas. A) 

Proteína total de presenilina 1, la cual se evaluó a través de western blot, utilizando GAPDH como 

proteína constitutiva. El panel inferior corresponde a un blot representativo. B) RNA mensajero de 
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PS1 evaluado por qPCR a 6 y 18 horas, utilizando GAPDH como gen constitutivo.  Los datos 

corresponden a 5 experimentos independientes y están expresados como el promedio ± SEM. * p ≤ 

0,05 con respecto al control infectado, 𝜶𝜶 p ≤ 0,01 con respecto al control sano, analizado por 

ANOVA de dos vías con post test de Dunnet. 

Simvastatina recupera la capacidad angiogénica de células HUVEC infectadas 

con T. cruzi  

 

Para evaluar funcionalmente el impacto que tiene simvastatina sobre las células 

HUVEC y el rol de la vía de Notch 1 en este proceso, se realizó un ensayo de 

angiogénesis.  Así, al cultivar las células HUVEC en matrigel, se apreció 

disminución de la angiogénesis en presencia del parásito (Figura 6), pero 

simvastatina fue capaz de recuperar esta funcionalidad, tanto en el área cubierta por 

tubos (Figura 6A), así como en la longitud de los tubos formados tras 24 horas de 

incubación (Figura 6B) y en el número de ramificaciones (Figura 6C). Es 

interesante observar en este experimento que al inhibir Ps1 con DAPT, los 

parámetros funcionales de angiogénesis disminuyen significativamente con respecto 

a simvastatina (p = 0,0333), aunque el efecto es más marcado con el inhibidor de 

PI3K, lo que siguiere que ambas vías, Notch 1 y PI3K son necesarias para la 

formación de tubos.  
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Figura 6. Simvastatina aumenta la formación de estructuras tubulares mediado por Notch 1 en 

células HUVEC infectadas con T. cruzi.  

1 x 104 células HUVEC fueron infectadas con 1 x 105 tripomastigotes de T. cruzi (Dm28c) durante 

16 horas. Posteriormente, las células fueron trasferidas a cámaras Lab-tek II con matrigel y tratadas 

con simvastatina 0,5 µM, Jagged 1, DAPT 10 µM y Ly294022 10 µM durante 24 horas a 37 °C.  A) 

Panel representativo de la formación de tubos sobre matrigel observados con microscopio Motic 

BA310 acoplado con cámara 5,0 MP Moticam. Cuantificación de B) área cubierta por los tubos, C) 

largo de los tubos en pixeles y D) puntos de ramificación usando el software Wimasis para el análisis 

cuantitativo de las imágenes. Los datos corresponden a 3 experimentos independientes y están 

expresados como el promedio ± SEM. *** p ≤ 0,001; ** ≤ 0,01; * ≤ 0,05 con respecto al control 

infectado, 𝜶𝜶𝜶 p ≤ 0,001; 𝜶𝜶 ≤ 0,01 con respecto al control sano; ### p ≤ 0,001; ## ≤ 0,01; # ≤ 0,05 

con respecto a T. cruzi + simvastatina, analizado por ANOVA de una vía con post test de Tukey.   

En resumen, los resultados mostrados hasta el momento sugieren que la infección 

con T. cruzi es capaz de activar la vía de Notch 1.  Adicionalmente, la simvastatina, 
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a concentración de 0,5 M, aumenta la actividad de la vía y, aparentemente, 

también la exposición del receptor Notch 1.  Sin embargo, la administración de 15-

epi-lipoxina A4 a concentración de 100 nM, aunque aumentó la exposición del 

receptor, no evidenció efectos sobre la actividad de la vía de Notch 1, por lo que el 

efecto de simvastatina podría ser independiente de la generación de este mediador; 

probablemente, a través de la actividad de Ps1.  Además, desde el punto de vista 

funcional, la activación de Notch 1 por simvastatina recupera la actividad 

angiogénica previamente inhibida por el T. cruzi en células HUVEC, en un 

mecanismo que involucra tanto a Notch 1 como a PI3K.   
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OBJETIVO 2: Evaluar el efecto de simvastatina en un modelo murino infectado 

crónicamente por T. cruzi sobre Notch 1 determinando niveles de expresión y 

activación del receptor. 

 

El modelo celular estudiado in vitro previamente descrito, presenta un modelo 

agudo y unicelular de infección con T. cruzi, por lo que no refleja exactamente lo 

que ocurre durante la infección crónica en el hospedero mamífero.  Por esta razón, 

se evaluó el efecto de la simvastatina en un modelo murino de infección crónica con 

Trypanosoma cruzi.  Para ello, se infectaron ratones BALB/c con tripomastigotes de 

T. cruzi, los cuales fueron sometidos a tratamiento con simvastatina o con DAPT, 

un inhibidor de la vía de Notch 1, durante la fase crónica de la infección.  Para 

verificar el efecto farmacológico de este tratamiento se evaluaron parámetros de 

función cardiaca, el efecto final en el tejido cardíaco, evaluando la actividad de la 

vía de Notch 1 y también, el efecto sobre la inflamación y la fibrosis miocárdica. 

 

Validación del modelo de infección crónica en ratones BALB/c  

 

Para seguir el curso de la infección, se siguió el curso de la parasitemia, mediante 

visualización al microscopio de luz, en sangre periférica hasta cuando los parásitos 

se hicieron indetectables (Figura 7). El patrón de parasitemia observado es el 

característico para la cepa Dm28c (Molina-Berrios et al. 2013). Los parásitos se 

hicieron indetectables hacia el día 25, con lo que se puede afirmar que los animales 

entraron a la fase crónica de la infección.  Sin embargo, para asegurar que los 

tratamientos se administraron durante la fase crónica, los animales se trataron a 

partir del día 60 p.i.   
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Figura 7. Parasitemia en ratones BALB/c infectados con T. cruzi.  

Los ratones BALB/c fueron infectados intraperitonealmente con 1000 tripomastigotes de T. cruzi 

Dm28c. La parasitemia se evaluó desde el día 3 post-infección por el método de la gota gruesa, 

utilizando sangre de la cola para cuantificar los parásitos en el microscopio. El gráfico corresponde 

al promedio de parásitos/mL ± SEM de las parasitemias de 9 individuos.  

 

La simvastatina aumenta la expresión y activación de Notch 1 en ratones 

infectados crónicamente con T. cruzi  

 

Para determinar el efecto de simvastatina sobre la vía de señalización de Notch en el 

corazón del modelo murino de infección crónica con T. cruzi, se determinó, 

mediante inmunohistoquímica, la presencia del receptor (Figura 8), su dominio 

intracelular libre (Figura 9) y la expresión de Hes 1 (Figura 10) en el tejido 

cardiaco. 

En concordancia con los resultados observados in vitro en células HUVEC, la 

inmunorreactividad a Notch 1 en tejido cardíaco está aumentada en presencia de la 

infección crónica con T. cruzi (Figura 8).  Sin embargo, se observa una reactividad 

alta, pero difusa, y significativamente mayor (p < 0,0001) a la observada en los 

tejidos infectados o con los otros tratamientos en los corazones de ratones tratados 

con simvastatina a una dosis de 1 mg/Kg/día.  Considerando que la marca para 

Notch 1 es muy difusa, los resultados se expresaron en función del número de 
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píxeles, correspondientes a la inmunorreactividad, por campo evaluado.  

Interesantemente, la presencia del receptor de Notch 1 disminuye en presencia del 

inhibidor de la -secretasa, llevándolo a valores semejantes a los observados con la 

infección con T. cruzi.  Adicionalmente, y contrario a lo observado en el modelo in 

vitro, el efecto de 15-epi-LXA4 sobre la presencia de Notch no fue diferente a la de 

los animales infectados, sugiriendo que este mediador no intermedia el efecto de la 

simvastatina sobre el sistema de Notch 1.  

La simvastatina no solo aumenta la cantidad del receptor Notch 1 en el tejido 

cardiaco, sino que además promueve la activación de la vía.  Como se puede 

apreciar en la Figura 9B, la inmunorreactividad para NICD esta aumentada tanto 

por el efecto de la infección con T. cruzi, como por la administración de 

simvastatina, siendo este último un efecto significativamente mayor al de la 

infección (p = 0,0019).  Lo mismo ocurre cuando se cuantifica la 

inmunorreactividad para Hes 1 (Figura 10B).  Los resultados anteriores permiten 

concluir que simvastatina es capaz de activar la vía de Notch en la cardiopatía 

chagásica crónica, independientemente de la producción de 15-epi-LXA4.   

 

Figura 8. Simvastatina aumenta la expresión de Notch 1 en animales crónicamente infectados 

con T. cruzi.  

Los ratones BALB/c fueron infectados con 1 x 103 tripomastigotes de T. cruzi y tratados durante 20 

días a partir del día 60 postinfección.  El tratamiento duró 20 días, al término de los cuales los 
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animales fueron eutanasiados y los corazones sometidos a inmunohistoquímica. A) Imágenes 

representativas de tejido cardíaco teñidas por inmunohistoquímica usando anti Notch 1 (1:200) como 

anticuerpo primario y tinción de hematoxilina para el contraste. B) Los datos corresponden a la 

determinación del promedio de pixeles ± SEM de 5 campos por animal, (n= 5). *** p ≤ 0,001 con 

respecto al control infectado, 𝜶 p ≤ 0,05 con respecto al control sano, analizado por ANOVA de una 

vía con post test de Dunnet.  

 

Figura 9. Simvastatina aumenta la activación de Notch 1 en animales crónicamente infectados 

con T. cruzi.  

Los ratones BALB/c fueron infectados con 1 x 103 tripomastigotes de T. cruzi y tratados durante 20 

días a partir del día 60 postinfección.  El tratamiento duró 20 días, al término de los cuales los 

animales fueron eutanasiados y los corazones sometidos a inmunohistoquímica. A) Imágenes 

representativas de tejido cardíaco teñidas por inmunohistoquímica usando anti NICD (1:100) como 

anticuerpo primario y tinción de hematoxilina para el contraste. B) Los datos corresponden a la 

determinación del promedio de pixeles ± SEM de 5 campos por animal, (n= 5). *** p ≤ 0,001 con 

respecto al control infectado, 𝜶 p ≤ 0,05 con respecto al control sano, analizado por ANOVA de una 

vía con post test de Dunnet.   



48 

 

Figura 10. Simvastatina aumenta la activación de Notch 1 a través de Hes 1 en animales 

crónicamente infectados con T. cruzi.  

Los ratones BALB/c fueron infectados con 1 x 103 tripomastigotes de T. cruzi y tratados durante 20 

días a partir del día 60 postinfección.  El tratamiento duró 20 días, al término de los cuales los 

animales fueron eutanasiados y los corazones sometidos a inmunohistoquímica. A) Imágenes 

representativas de tejido cardíaco teñidas por inmunohistoquímica usando anti Hes 1 (1:200) como 

anticuerpo primario y tinción de hematoxilina para el contraste. B) Los datos corresponden a la 

determinación del promedio de pixeles ± SEM de 5 campos por animal, (n= 5). *** p ≤ 0,001 con 

respecto al control infectado, 𝜶 p ≤ 0,05 con respecto al control sano, analizado por ANOVA de una 

vía con post test de Dunnet.  
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OBJETIVO 3: Evaluar el efecto de Notch 1 modulado por simvastatina en el 

modelo murino infectado en la sobrevida, función y remodelado cardíaco.  

 

Simvastatina, a través de la activación de Notch 1, revierte el remodelado 

cardíaco en animales infectados crónicamente con T. cruzi   

 

Parte del proceso fisiopatológico que explica la disminución de la función cardíaca 

en la enfermedad de Chagas está relacionado con remodelamiento de la pared 

ventricular, producto del reemplazo de tejido miocárdico por depósitos de matriz 

extracelular colagenosa, con la consecuente fibrosis.  Sin embargo, el desarrollo de 

fibrosis es la consecuencia final de un prolongado proceso inflamatorio inducido por 

la persistencia del parásito.  En efecto, a los 80 días p.i., la infección con T. cruzi 

provocó desorganización de la arquitectura miocárdica, e indujo un intenso 

infiltrado inflamatorio en los ratones estudiados (Figura 11A-B). La simvastatina (p 

= 0,009), y también la 15-epi-LXA4 (p <0,0001), mejoraron significativamente el 

infiltrado celular.  El efecto que tiene la vía de Notch 1 sobre el infiltrado celular del 

miocardio chagásico parece estar opacado por la actividad antiinflamatoria de 

simvastatina, que actúa a través de 15-epi-LXA4, como ocurre cuando se añade el 

inhibidor de 5-LO, AA861.  No obstante, la adición del inhibidor de presenilina 1 

previene (aunque no significativamente) el aclaramiento del infiltrado inflamatorio 

(Figura 11A-B).   
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Figura 11. Simvastatina y 15-epi-LXA4 atenúan el daño en tejido cardíaco y la fibrosis de 

animales crónicamente infectados con T. cruzi.  

Los ratones BALB/c fueron infectados con 1 x 103 tripomastigotes de T. cruzi y tratados durante 20 

días a partir del día 60 postinfección.  El tratamiento duró 20 días, al término de los cuales los 

animales fueron eutanasiados y los corazones sometidos a análisis histológico. A) Imágenes 

representativas de tejido cardíaco teñidas por hematoxilina-eosina. B) Cuantificación de la 

celularidad determinada por la cantidad de núcleos presentes en el tejido de acuerdo con el análisis 

efectuado usando el software Image J. C) Imágenes representativas de tejido cardíaco teñidas por 

rojo picrosirio. D) Cuantificación del proceso fibrótico a través de la cantidad de pixeles para la 

coloración en rojo. Las imágenes A-C son representativas de cinco campos por animal.  Los datos 

corresponden a los corazones de cinco animales y están expresados como el promedio de núcleos o 
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pixeles ± SEM.  E-G) Concentración de E) TNF-α, F) IL-1β, y G) IL-10 en el suero de ratones 

BALB/c infectados evaluados a través de la determinación por ELISA. *** p ≤ 0,001; ** ≤ 0,01; * ≤ 

0,05 con respecto al control infectado, ααα p ≤ 0,001; αα ≤ 0,01; α* ≤ 0,05 con respecto al control 

sano, analizado por ANOVA de una vía con post test de Dunnet.    

Como se mencionó, la fibrosis implica el avance a etapas terminales en la 

cardiopatía y puede, eventualmente conllevar a alteraciones irreversibles, que en el 

humano son corregidas únicamente con el trasplante.  En efecto, la infección en 

ratones provocó un proceso fibrótico evidenciado por el depósito anormalmente alto 

de colágeno en el músculo cardíaco (Figura 11C), y tanto simvastatina como 15-

epi-LXA4 fueron capaces de prevenir su aparición.   

Además, el efecto de ambos fármacos fue revertido por sus correspondientes 

inhibidores, DAPT y AA861, respectivamente.  Interesantemente, la fibrosis 

observada en presencia de la inhibición de la vía de Notch 1 es similar a la 

observada con la inhibición en la producción de 15-epi-LXA4 (Figura 11D), 

sugiriendo que el efecto de simvastatina podría ser complejo, involucrando tanto a 

Notch como a 15-epi-LXA4.  En todo caso, como la actividad de 15-epi-LXA4 no 

fue afectada por la presencia de DAPT, es posible que el efecto de este mediador no 

involucre la señalización de Notch, en concordancia con lo sugerido por otros 

resultados del presente estudio.  

Como se muestra en la Figura 11 E-G, tanto TNF-α e IL-1β aumentaron con la 

infección por T. cruzi, cosa que no ocurre con IL-10.  Sin embargo, el tratamiento 

con simvastatina disminuyó las citoquinas proinflamatorias.  De manera interesante, 

cuando se agregó DAPT, la intensidad en la disminución de la producción de TNF-a 

con simvastatina fue menor, sugiriendo un papel de Ps 1, y por tanto de Notch 1, en 

este efecto.  La 15-epi-LXA4 disminuyó TNF-α e IL-1β y la inhibición de 5-LOX 

revirtió parcialmente el efecto de la 15-epi-LXA4 sobre TNF-α e IL-1β (Figura 

11E-F-G), lo que es esperable para esta molécula antiinflamatoria. 
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Simvastatina a través de la activación de Notch 1 revierte el daño de la función 

cardíaca en animales crónicamente infectados con T. cruzi   

 

Dado que la fibrosis disminuyó con el tratamiento con simvastatina, es posible 

suponer que esta acción impacte también favorablemente en la función cardiaca, la 

que se evaluó mediante ecocardiografías bidimensionales, tomando un estado basal 

antes de provocar la infección y a los días 40 y 80 p.i. Los parámetros 

ecocardiográficos obtenidos fueron la fracción de eyección (FE), que es un 

marcador de función cardíaca y de valor pronóstico en cardiopatías dilatadas 

(Ribeiro et al. 2012), fracción de acortamiento (FA), diámetro del ventrículo 

izquierdo en sístole (DVIS) y masa del ventrículo izquierdo. 

En la Figura 12 se presenta la evaluación del efecto de simvastatina o 15-epi-LXA4 

sobre la función cardiaca.  La fracción de eyección (FE) en ratones sanos fue de 

92,5±0,64% (Figura 12B), valor que no presentó variaciones durante todo el 

experimento.  Por otro lado, la infección con T. cruzi provocó una significativa 

disminución en este parámetro a partir del día 40 p.i (FE=66,1±2,32%; p <0,0001).  

En la Figura 12C se puede apreciar que, al tratar con simvastatina, se produjo una 

ligera, pero significativa recuperación de la FE (FE=78,0±1,58%; p = 0,0024).  Más 

aún, la fracción de eyección también se recuperó con 15-epi-lipoxina A4 

(FE=76,67±3,65%; p=0,0037; Figura 12C).  Este último hallazgo es esperable por 

cuanto también disminuyó significativamente la fibrosis (Figura 11D); lo que está 

en consonancia con resultados previos que demostraron que este mediador 

interviene en la acción de simvastatina como antiinflamatorio en la cardiopatía 

chagásica murina (Gonzalez-Herrera et al. 2017).  Por lo demás, cuando se combinó 

la simvastatina con un inhibidor de Ps1, la fracción de eyección se mantuvo igual a 

la de los corazones infectados, sugiriendo el compromiso de la vía de Notch 1 en el 

efecto benéfico de simvastatina sobre la FE.  Por otra parte, la adición de DAPT al 

tratamiento con 15-epi-LXA4 fue inefectiva en modificar el valor de FE, sugiriendo 

que el efecto de la 15-epi-LXA4 no está relacionado con la vía de Notch.  
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Los otros parámetros de función cardíaca, FA y DVIS, presentaron variaciones 

similares a la observada con la FE (Figura 12D-F).  Es importante añadir que el 

DVIS aumenta progresivamente con la infección, en concordancia con el desarrollo 

de una cardiopatía dilatada (Figura 12F).  Sin embargo, este diámetro disminuye 

significativamente con simvastatina (p = 0,0075) al día 80 p.i (Figura 12G).  

Aunque la FE es un indicador pronóstico en la cardiomiopatía dilatada, el valor de 

DVIS permite establecer una relación con la mejoría estructural en el tejido 

miocárdico evidenciado por la disminución en la fibrosis y también por la 

disminución significativa de la inflamación.  El aumento de la masa del ventrículo 

izquierdo durante la infección, indicativo de hipertrofia (Figura 12H) disminuye 

con la simvastatina y con 15-epi-LXA4.  Para todos los parámetros observados, 

DAPT afecta los efectos obtenidos con simvastatina; sin embargo, los efectos 

benéficos de 15-epi-LXA4 no se revierten con DAPT. 
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Figura 12. Simvastatina normaliza la funcionalidad cardíaca en ratones BALB/c crónicamente 

infectados con T. cruzi.  

Los ratones fueron infectados con 1 x 103 tripomastigotes de T. cruzi y al día 40, 60 y 80 fueron 

sedados ligeramente para realizar una ecocardiografía bidimensional con un transductor iRL- RS de 
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13 MHz en un ecocardiógrafo Vivid i®. A) Imágenes representativas de las ecocardiografías al día 

80 p.i. para ratones sanos, infectados y tratados con simvastatina o 15-epi-LXA4. Comparación de la 

fracción de eyección (B), fracción de acortamiento (D), diámetro sistólico del ventrículo izquierdo 

(F) y masa del ventrículo izquierdo (H) al inicio del experimento, al día 40 y al día 80 p.i.  

Evaluación del efecto de los tratamientos indicados al día 80 p.i. sobre la fracción de eyección (C), 

fracción de acortamiento (E), diámetro sistólico del ventrículo izquierdo (G) y masa del ventrículo 

izquierdo (I). B-D-F-H) *** p ≤ 0,001; ** ≤ 0,01 con respecto al control sano. C-E-G-I) *** p ≤ 

0,001; ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05 con respecto a control infectado, ααα p ≤ 0,001 con respecto al control 

sano analizado por ANOVA de una vía y post test de Dunnet.  

En los ratones tratados con simvastatina se observó que había proliferación celular, 

predominantemente en células endoteliales, tal y como muestra la colocalización de 

la marca de Ki67 con las células positivas para isolectina B4, que corresponderían a 

las células endoteliales (Figura 13A); situación no observada con la administración 

de 15-epi-LXA4.  Por lo demás, en los ratones tratados con simvastatina la marca de 

NICD colocalizó predominantemente en las células endoteliales (Figura 13B).  

Aunque es posible ver alguna señal en el tejido de los ratones a los que se 

administró el inhibidor de Ps 1, la influencia de la simvastatina fue más evidente.   
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Figura 13. Simvastatina promueve la angiogénesis en ratones BALB/c crónicamente infectados 

con T. cruzi.  
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Los ratones BALB/c fueron infectados con 1 x 103 tripomastigotes de T. cruzi y tratados durante 20 

días a partir del día 60 postinfección.  El tratamiento duró 20 días, al término de los cuales los 

animales fueron eutanasiados y los tejidos cardiacos fueron sometidos a análisis mediante 

microscopia confocal usando un Spinning Disk con lente 40X en aceite (NA=1,3).  A) Panel 

representativo de tejido cardíaco analizado por inmunofluorescencia para Ki67 (verde), isolectina B4 

(rojo) y DAPI. B) Panel representativo de tejido cardíaco analizado por inmunofluorescencia para 

NICD (verde), isolectina B4 (rojo) y DAPI. Las imágenes son representativas de cinco campos por 

corazón proveniente a su vez de cinco ratones.  

En resumen, los resultados obtenidos en el modelo murino de infección crónica con 

T. cruzi, sugieren que el daño estructural del corazón y la función cardíaca alterada 

pueden mejorar con el tratamiento con simvastatina durante la fase crónica.  Los 

resultados también sugieren que la acción de la simvastatina en este contexto puede 

estar mediada por las acciones antiinflamatorias de simvastatina, vía 15-epi-lipoxina 

A4 y mediante la actividad de la vía de Notch 1. 

Si bien en ratones BALB/c infectados con 1000 tripomastigotes de T. cruzi de la 

cepa Dm28c la mortalidad aguda puede llegar a ser de hasta un 50%, en nuestros 

experimentos, la sobrevida a los 30 días fue mayor al 95%, la que se mantuvo a lo 

largo de los 80 días que duró el experimento, independientemente de si recibieron 

algún tipo de tratamiento o no (Figura 14A).  Por otro lado, la carga parasitaria en 

el corazón de los ratones no se vio afectada por los tratamientos administrados 

(Figura 14B).  Lo anterior descarta que la infectividad de los parásitos empleados 

en el presente modelo esté disminuida o que los animales fueran resistentes a la 

infección crónica.  Por otro lado, aunque no se observó la presencia del parásito en 

las histologías de los corazones de los animales eutanasiados, la presencia de una 

cardiomiopatía inflamatoria (Figura 11A), evidencia el efecto patogénico de la 

infección.  
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Figura 14. Sobrevida y carga parasitaria de los ratones BALB/c infectados con T. cruzi.  

Los ratones BALB/c fueron infectados con 1x 103 tripomastigotes de T. cruzi Dm28c y tratados 

durante 20 días a partir del día 60 de infección. A) Análisis de la sobrevida analizada por curvas de 

Kaplan - Meier de un experimento con los distintos tratamientos.  B) Carga parasitaria determinada 

por qPCR en tejido cardíaco de los animales al día 80 p.i. Los resultados están expresados como 

parásitos equivalentes por mL de homogenizado de corazón. Los datos corresponden a cinco 

corazones por grupo y están expresados como el promedio ± SEM. Análisis por ANOVA de una vía 

con respecto al control infectado.  
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DISCUSIÓN 

La simvastatina, por sus efectos antiinflamatorios puede disminuir las alteraciones 

microvasculares inducidas por la persistencia del T. cruzi en tejido cardiaco, 

mejorando la función endotelial (Campos-Estrada, 2015).  Este efecto esta mediado, 

al menos en parte, por 15-epi-LXA4.  Por otro lado, Notch 1, que participa en la 

angiogénesis cardiaca, puede ser activado por simvastatina, como se ha visto en 

modelos de isquemia cerebral (Zacharek, 2009).  Sin embargo, el efecto de 

simvastatina sobre la señalización de Notch 1 no se ha evaluado en células 

endoteliales o corazones infectados con T. cruzi. 

En este estudio se demostró que simvastatina activa la vía de Notch 1 en un modelo 

de infección por T. cruzi en células endoteliales humanas, independiente de la 

síntesis de 15-epi-lipoxina A4.  Como Notch 1 es una vía que se puede activar 

rápidamente frente a diversos estímulos y requerimientos celulares (Kikuchi et al. 

2011), fue necesario determinar un tiempo y concentraciones óptimas de 

simvastatina para la medición del receptor y la actividad de la vía en este modelo. 

Se eligió la concentración máxima de 0,5 µM de simvastatina, pues a 

concentraciones mayores tiene efecto tóxico, en concordancia con lo reportado 

previamente donde se encontró que produce disrupción del citoesqueleto y 

apoptosis celular, aunque el modelo celular fue diferente (Copaja et al. 2012).  

Aunque la vía de Notch es particularmente relevante durante la vida embrionaria 

para el desarrollo cardiovascular, no se excluye que esté todavía presente en etapas 

más avanzadas de la vida.  Así, efectivamente, en las células endoteliales de la vena 

umbilical los componentes de esta vía están presentes y son funcionales.  Si bien las 

células HUVEC son de endotelio de vena umbilical, estas podrían ser consideradas 

adultas, por cuanto son del período fetal a término.   

La infección con T. cruzi provoca un aumento en la actividad de la vía. La infección 

con T. cruzi provoca un aumento en la actividad de la vía. Nagajyothi y 

colaboradores encontraron que la infección de adipocitos con T. cruzi produce un 
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aumento en la actividad de la vía de Notch 1 (Nagajyothi et al. 2008).  Nuestros 

resultados confirman esta observación, pero en un modelo celular diferente.  No es 

extraño que una infección intracelular como la que produce el T. cruzi active esta 

vía, pues se ha demostrado un cross-talk entre la vía de señalización de Toll 2 

(Castillo, 2017) con la vía de Notch a través de NF-κB (Hu, 2008; Osipo, 2008).  

Los resultados presentados en los ensayos in vitro sugieren fuertemente que la 

simvastatina es capaz de activar la vía de Notch 1, aún por encima de la inducida 

por la infección propiamente dicha.  

La vía de Notch puede distinguir entre sus ligandos, lo cual genera un dinamismo 

que produce distintas respuestas transcripcionales y destinos celulares.  Nandagopal 

y colaboradores verificaron, en un modelo de miogénesis, que dependiendo del 

ligando Dll1 o Dll4 en un modelo celular, NICD puede tener una dinámica pulsátil o 

sostenida, que lleva a aumentar Hes 1 o Hey 1 generando distintas respuestas 

(Nandagopal et al. 2018).  Esto podría explicar por qué en nuestro modelo aumentan 

los niveles de Hes 1, no así los de Hey 1, incluso cuando la vía es activada por el 

ligando Jagged 1; reafirmando que, si se produce una activación, esta diferencial.  

Aunque la fracción de células infectadas que exponen Notch es muy baja (inferior al 

2%), la tendencia aumenta al añadir simvastatina o 15-epi-LXA4.  Es probable que 

esto se deba a un aumento en el reciclaje del receptor.  Parte de la complejidad de la 

vía de Notch 1 es el intenso tráfico y control endocítico al cual está sometido el 

receptor (Sala et al. 2012).  En este punto es interesante señalar que es posible la 

activación de la vía independiente de ligando (Steinbuck and Winandy 2018); y que, 

entre los distintos mecanismos propuestos, la ubicación endosómica del receptor 

(Palmer and Deng 2015) surge como posibilidad y que podría, eventualmente, 

explicar parte de los resultados presentados acá.  La degradación lisosómica de la 

porción extracelular del receptor puede activar la liberación por Ps 1 para generar el 

fragmento NICD (Conner 2016).  En todo caso, la regulación endocítica de la vía de 

Notch es compleja y aún no está del todo clara en mamíferos.  Por otro lado, 
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también podría asumirse que la detección del receptor está empañada por la 

presencia, en la misma membrana, de Jagged 1 preformado.  Cuando Jagged 1 está 

en la misma membrana con Notch 1, tienden a unirse en cis, impidiendo su 

transactivación (Nandagopal et al. 2018).  Bajo estas condiciones, los anticuerpos 

contra Notch 1 no lo reconocen, por cuanto el epítopo estaría oculto por Jagged 1.  

Sin embargo, en nuestros experimentos, la adición del péptido Jagged 1 a las células 

infectadas con T. cruzi aumentó la población de células que exponen Notch 1, si 

modificar la cantidad total de receptor, por lo que es más probable que también esté 

induciendo un proceso de reciclaje; sin embargo, esto está por ser demostrado aún.  

En todo caso, independientemente de la cantidad de receptor expuesto en la 

membrana, la vía de Notch es capaz de activarse.   

La función endotelial puede ser mejorada con simvastatina a través de 15-epi-LXA4 

en un proceso donde interviene también NF-kB (Campos-Estrada, et al 2015); sin 

embargo, es poco probable que esta intermediación involucre a la vía de Notch 1. 

Los reportes que asocian la actividad de 15-epi-LXA4 con Notch 1 son escasos, sin 

embargo, hay un estudio que demostró la capacidad de disminuir la actividad de 

esta vía en microglía con lipoxina A4 (Wu et al. 2019); por lo que es factible que en 

el contexto de la inflamación estos eicosanoides tengan algún papel.  Además, no se 

han reportado estudios que relacionen 15-epi-LXA4 con Notch 1 y T. cruzi. A 

diferencia de lo descrito para LXA4, nuestros resultados demuestran un ligero 

aumento de células infectadas que presentan Notch cuando son tratadas con 15-epi-

LXA4; sin embargo, no hay cambios en la activación de la vía, indicando un 

mecanismo distinto de la simvastatina. 

Por otra parte, se ha propuesto que el aumento de la activación de Notch 1 se debe 

al aumento de Ps 1 especialmente con pitavastatina y atorvastatina (Kikuchi et al. 

2011; Chen et al. 2007).  Este efecto podría ser un efecto de clase, más que 

atribuirse exclusivamente a uno o varios integrantes de este grupo farmacológico.  

Sin embargo, en nuestro estudio simvastatina no modificó los niveles de Ps 1, sólo 
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se observó un aumento de la actividad.  La -secretasa no sólo interactúa con Notch 

1, sino también con múltiples proteínas y su afinidad por ellas podría estar 

modulada por el estado de Rac 1.  Rac 1 es una proteína que pertenece a la familia 

Rho, una proteína G pequeña, que participa en diversas rutas de señalización y 

tráfico intracelular.  Una particularidad de estas Rho GTPasas es que su actividad 

puede ser modulada alostéricamente por modificaciones como por ejemplo 

farnesilaciones y geranilaciones (Van Aelst and D'Souza-Schorey 1997).  Entre los 

múltiples efectos descritos para las estatinas, se encuentra la inhibición de proteínas 

G pequeñas al disminuir la síntesis de isoprenoides como farnesilpirofosfato y 

geranilgeranil pirofosfato (Liao and Laufs 2005; Goldstein and Brown 1990).  Se ha 

descrito que la inhibición de Rac 1 disminuye la afinidad de -secretasa por 

precursores amiloides y aumenta por Notch (Meng et al. 2015; Boo et al. 2008), lo 

que también podría explicar el aumento de NICD y activación del receptor.  

Alternativamente, el aumento de Ps 1 inducido por simvastatina podría estar 

mediado por la activación de PI3K/Akt, la cual se ha demostrado que es activada 

por simvastatina en células endoteliales (Kureishi, 2000).  Así, el efecto de 

simvastatina sobre la vía de Notch 1 puede ser directamente sobre Ps 1 o 

indirectamente, mediante cross-talk con la vía de PI3K/Akt.  Es decir, nuestros 

resultados sugieren que simvastatina activa, por medios no canónicos, la vía de 

Notch 1. 

La activación no canónica de la vía de Notch 1 mediada por simvastatina a través de 

PI3K puede explicar, al menos en parte, los fenómenos pro-angiogénicos 

presentados en esta tesis, tanto en los experimentos in vitro como in vivo.  De hecho, 

la simvastatina promueve la angiogénesis al activar PI3K/Akt (Kureishi et al. 2000).  

Este parece ser un efecto de clase, pues hay reportes con otras estatinas que también, 

a bajas concentraciones, son capaces de inducir angiogénesis (Urbich et al. 2002).  .  

En ratones BALB/c los componentes de la vía Notch están presentes en tejido 

cardíaco sano.  Contrario a lo observado en el modelo de células HUVEC, en los 
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ratones infectados con T. cruzi, la expresión de Notch 1 aumentó, lo que está de 

acuerdo con lo observado en modelos animales de isquemia cerebral (Zacharek, 

2009).  Pero, por otro lado, la actividad de la vía de Notch 1, aumentó en los 

corazones infectados y tratados con simvastatina, tal y cómo se observó en las 

células HUVEC.   

En el modelo murino de infección empleado en este trabajo, se utilizaron dosis 

menores de simvastatina que las reportadas previamente (Gonzalez-Herrera et al. 

2017), pero capaces de activar Notch 1 (Zacharek et al. 2009), debido a que a altas 

dosis se puede inhibir la angiogénesis (Kureishi, 2000) y además, producir 

reacciones adversas en los animales. 

Como era esperado, la infección por T. cruzi produjo una inflamación cardíaca 

crónica, demostrada por un aumento significativo en la infiltración celular, fibrosis y 

producción de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-1β, conllevando a la 

alteración de la función cardíaca, evidenciada por la disminución en la fracción de 

eyección y los cambios estructurales significativos, como la hipertrofia (aumento de 

la masa de del VI) y dilatación (aumento del diámetro del VI).  Pero, además, como 

ya se mencionó antes, la activación endotelial, la inflamación miocárdica y la 

fibrosis pueden ser disminuidas con simvastatina, a través de la inducción en la 

producción de 15-epi-LXA4.  Sin embargo, en el presente trabajo se reporta que la 

simvastatina también es capaz de mejorar la función miocárdica, de la misma manera 

que lo reportado en perros previamente (Melo et al. 2011); pero, relacionando la 

mejoría de la función cardiaca con la actividad de la vía de Notch, y la consecuente 

angiogénesis, miocárdica como componentes mecanísticos de esta mejoría.  En este 

caso, la participación de la 15-epi-LXA4 no fue tan clara pues no se puedo demostrar 

su intervención en la actividad de la vía de Notch ni en la angiogénesis. En todo 

caso, no se descarta que la acción de simvastatina sobre otros aspectos de la 

cardiomiopatía chagásica esté mediada por la 15epi-LXA4.   
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Estudios funcionales en diferentes especies o linajes celulares han demostrado que la 

señalización de Notch participa en el crecimiento angiogénico, la proliferación de 

células endoteliales y la diferenciación de arterias y venas (Roca and Adams 2007).  

La isolectina B4 (IB4) se considera un marcador de células endoteliales, el cual junto 

con Ki67, disminuyó en los tejidos infectados, de acuerdo con lo reportando en otros 

estudios que demuestran que T. cruzi disminuye la angiogénesis (Teixeira et al. 

2017).  Además, los resultados presentados sugieren que el aumento de las células 

endoteliales con la administración de simvastatina pudiera estar mediado por la 

activación de Notch, y que esto podría ser parte de un efecto angiogénico que 

participa en la mejora de la función cardíaca observada en este modelo de 

cardiomiopatía chagásica crónica.  Aunque todavía es controversial, algunos reportes 

han abordado la idea de que Notch puede tienen un papel cardioprotector funcional 

durante la lesión por hipoxia/reperfusión (Zhou et al. 2018; Zhou et al. 2013).  

Además, se ha sugerido que la activación de la señalización de Notch en distintos 

modelos podría promover la angiogénesis, la función cardíaca y la supervivencia 

miocárdica, después de una lesión isquémica (Zhou et al. 2013; Zhou et al. 2018).  

De hecho, la hipoxia puede activar distintas vías que aumentan la actividad de 

Notch, incluido HIF-2α (Walton et al. 2013).  Al igual que con los receptores tipo 

Toll (TLR), la relación Notch-HIF es recíproca.  Bajo isquemia cardíaca, HIF puede 

activar la translocación nuclear de NICD (Greer et al. 2012), promoviendo la 

angiogénesis para preservar la función cardíaca, previniendo la pérdida de 

cardiomiocitos y la fibrosis (Boopathy et al. 2015; Li, Hiroi, and Liao 2010). 

 

Los resultados presentados en este trabajo son importantes por cuanto reportamos 

por primera vez una mejora funcional con un tratamiento no convencional de una 

cardiomiopatía inflamatoria de origen infeccioso.  Aun manteniendo la carga 

parasitaria, que fue constante a lo largo de todo el experimento, el tratamiento con 

simvastatina logró proporcionar mejoría funcional correlacionada con la mejoría 

histológica, al disminuir la fibrosis.  Por lo tanto, se puede especular que la 
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combinación de benznidazol con simvastatina podría mejorar aún más la condición 

cardiaca de los sujetos infectados, al eliminar el principal factor inductor de la 

cardiopatía con el antiparasitario, tema que podría ser objeto de estudio ulterior. 
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CONCLUSIÓN 

 

Los resultados indican que T. cruzi activa el receptor Notch 1 en células HUVEC. 

Simvastatina activa la vía en mayor proporción, con la consecuente formación de 

estructuras tubulares, lo cual es dependiente de la actividad de -secretasa e 

independiente de la producción de 15-epi-LXA4.  

En el modelo murino de CCC, simvastatina mejora la función cardíaca, disminuye la 

inflamación y la remodelación cardíaca, además de promover la angiogénesis, a través 

de la activación de Notch 1 e independiente de la carga parasitaria.  

Por lo tanto, simvastatina al activar la vía Notch 1 mejora las condiciones cardíacas al 

aumentar la perfusión, a pesar del daño inducido por T. cruzi.   

Finalmente, como proyección de los resultados presentados en esta tesis, se propone 

estudiar el reposicionamiento de simvastatina, y en general, de las estatinas, para el 

manejo integral de personas con enfermedad de Chagas en fase crónica, como una nueva 

indicación clínica de este grupo de fármacos. 
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