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I. Introduccion

I.1. Etiologia de la enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la enfermedad de Chagas.
Se trata de un parédsito protozoo hemoflagelado de la familia
Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida (Brener, 1973).

El genero Trypanosoma esta constituido por cerca de 20 especies, de
las cuales dos son patdgenas para el ser humano:

e T. cruzi: agente etiologico de la enfermedad de Chagas o
Tripanosomiasis americana.

e T. brucei: agente etiologico de la enfermedad del suefio o
Tripanosomiasis africana.

Cada una de estas dos especies estd delimitada a un continente
diferente, sin que exista solapamiento de sus areas endémicas. Otra especie
capaz de infectar al ser humano, pero no patégena para el mismo, es T.
rangeli. Ademas existen otras especies de Trypanosoma que pueden producir
enfermedades graves y con repercusiones econdémicas importantes en
mamiferos domeésticos (Kirchhoff, 2006).

La enfermedad de Chagas debe su nombre al médico brasilefio Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas, quién en 1909 describié las caracteristicas
clinicas de esta enfermedad infecciosa, el microorganismo que la produce y el
agente bioldgico que la transmite (Chagas, 1911) (figura I.1).




Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con EC

Figura I.1. Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas.

I.1.1. Ciclo biologico de T. cruzi

T. cruzi infecta animales tanto vertebrados como invertebrados durante
estadios definidos de su ciclo de vida (Tyler y Engman, 2001; Rassi et al.,
2010). El insecto vector ingiere tripomastigotes circulantes cuando se alimenta
de la sangre de un hospedador mamifero infectado. En el interior del aparato
digestivo del vector, los tripomastigotes se transforman en epimastigotes, los
cuales se replican en el intestino medio del hospedador invertebrado,
diferenciandose a tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior, que
son excretados en las heces del vector y constituyen la forma infectante en el
hospedador vertebrado. Estos tripomastigotes metaciclicos penetran a través
de la membrana mucosa intacta del hospedador mamifero o bien mediante la
herida provocada por el rascado tras la picadura del insecto, y son capaces de
invadir muchos tipos de células nucleadas a través de un mecanismo mediado
por el lisosoma (Burleigh y Andrews, 1995). En el interior del lisosoma, los
tripomastigotes se diferencian a la forma intracelular conocida como
amastigote, con capacidad de replicacion. Tras un periodo replicativo de 4 a 5
dias, los amastigotes se transforman en tripomastigotes y la célula de
hospedador se rompe liberando los tripomastigotes a la circulacién sanguinea.
De este modo, los parasitos circulantes son capaces de invadir nuevas células
e iniciar nuevos ciclos de replicacion, asi como de infectar a insectos vectores
que se alimenten de la sangre del hospedador vertebrado (figura 1.2). En
ausencia de terapia anti-tripanocida, la infeccion persiste a lo largo de la vida
del hospedador vertebrado.
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Figura 1.2. Ciclo biologico de T. cruzi. Modificado de Centers for Disease Control
and Prevention. Disponible en: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

1.1.2. Vias de transmision

Se han descrito las siguientes formas de transmision de la enfermedad
de Chagas:

e Transmision vectorial: la transmisién a través del vector es exclusiva
de areas endémicas, en las que esta via continda siendo el mecanismo de
transmision principal para la adquisicion de nuevas infecciones en seres
humanos. La transmision vectorial se produce por contacto con las heces del
insecto vector que contienen tripomastigotes metaciclicos capaces de atravesar
las mucosas del ser humano o de introducirse a traves de las heridas en la piel
tras el rascado de la picadura. La defecacion se produce cuando el triatoma se
alimenta de la sangre de seres humanos y animales mamiferos.
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e Transmision congenita: el parasito también puede transmitirse de una
madre infectada al feto, siendo ésta una importante via de transmision en
paises no endémicos. Aproximadamente entre un 1% y un 10% de recién
nacidos de madres con enfermedad de Chagas adquieren infeccion congenita
por T. cruzi, variando esta tasa segun la zona geogréafica estudiada (Azogue et
al., 1991; Basombrio et al., 1999; Mansilla et al., 1999).

El término “infeccion congenita por T. cruzi” se refiere tanto a casos de
infeccion asintomaticos como sintomaticos, mientras que la expresion
“enfermedad de Chagas congénita”, deberia ser utilizada sélo en casos de
infeccion sintomatica (Carlier y Torrico, 2003). Sin embargo, a menudo estos
términos son utilizados indistintamente (Yves Carlier, 2010).

La transmision congenita de T. cruzi, al contrario que otras
enfermedades infecciosas de posible transmision congénita, acontece tanto en
la fase aguda como en la fase crénica de la infeccion materna y puede tener
lugar en embarazos sucesivos (Bittencourt, 1992; Carlier y Torrico, 2003) y a
lo largo de todo el periodo fértil de la vida de la mujer. La mayoria de casos
de infeccion congénita descritos derivan de madres crénicamente infectadas,
que adquirieron la infeccion por transmision vectorial durante su nifiez,
residiendo en &reas endémicas de América Latina (Carlier y Torrico, 2003).

Si bien no esta del todo esclarecido, la ruta transplacentaria es la via de
transmision gque se postula con mayor fuerza. Los tripomastigotes presentes en
la sangre materna serian capaces de atravesar la barrera trofoblastica de la
placenta, alcanzando al feto (Sartori et al., 2002; Shippey et al., 2005). El uso
de técnicas microscopicas y de amplificacion de ADN no ha permitido
detectar el parésito en liquido amnidtico ni en aspirado gastrico de recién
nacidos infectados (Nilo et al., 2000; Virreira et al., 2006). Ademas, se ha
sugerido que los parasitos son destruidos por péptidos antimicrobianos
presentes en liquido amnidtico (Akinbi et al., 2004) y que la transmision a
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través de este medio, en caso de que ocurra, es poco probable en seres
humanos.

Histéricamente, Carlos Chagas, en 1911, ya apuntd la posibilidad de
transmision congénita de la infeccion por T. cruzi tras la observacion al
microscopio de tripomastigotes en sangre periférica de un nifio de dos afios de
edad cuya madre estaba infectada por T. cruzi (Chagas, 1911). Un analisis de
los datos epidemioldgicos de la infeccidn congénita por T. cruzi a lo largo del
tiempo permiten observar una disminucion de la incidencia en paises de
América Latina (Freilij y Altcheh, 1995; Torrico et al., 2004; Altcheh et al.,
2005; Torrico et al., 2007; Carlier y Truyens, 2010). La mayoria de los paises
endémicos han descrito una disminucion en la tasa de transmision congénita
de la infeccion por T. cruzi en los Gltimos afios lo cual es un reflejo del éxito
en el control de la transmision vectorial y la mejora de las condiciones socio-
econdmicas de estos paises (Torrico et al., 2004). Por el contrario, en areas no
endémicas se ha observado un aumento del nimero de casos de enfermedad
de Chagas por transmision congeénita (Pehrson et al., 1981, 1982; Leiby et al.,
1999a; Riera et al., 2006; Mufioz et al., 2007; Flores-Chavez et al., 2008;
Carrilero et al., 2009; Jackson et al., 2009; Mufoz et al., 2009) reflejando el
elevado numero de inmigrantes procedentes de areas endémicas en estos
paises.

En cuanto a la seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi en mujeres
embarazadas en area endémica, existe una gran variabilidad descrita, que
oscila entre 0,7 y 70,5% (Tarleton et al.,, 2007; Chippaux et al., 2008),
dependiendo del pais, el entorno rural o urbano, la edad de la mujer (Brutus et
al., 2007; 2008) y la técnica de laboratorio utilizada en el diagnostico (Brutus
et al., 2009).

La transmision congeénita de T. cruzi en areas no-endemicas, en las que
la transmision vectorial es inexistente, se ha convertido en un problema de
salud publica (Riera et al., 2006; Brutus et al., 2009; Mufioz et al., 2009).
Desde la década de los 80, un elevado numero de inmigrantes procedentes de
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paises endémicos para la enfermedad de Chagas residen en la actualidad en
EE.UU., Canada, Europa y Japén (Schmunis, 2007; Schmunis y Yadon,
2010). De este modo se han descrito casos de infeccion congénita por T. cruzi
en EE.UU. (Leiby et al., 1999a), Suecia (Pehrson et al., 1981, 1982), y mas
recientemente, en Espafa (Riera et al., 2006; Mufioz et al., 2007; Flores-
Chéavez et al., 2008; Carrilero et al., 2009; Mufioz et al., 2009) y en Suiza
(Jackson et al., 2009).

La prevalencia de la infeccion por T. cruzi en la poblacion inmigrante
es normalmente un reflejo de la prevalencia de la enfermedad de Chagas en
sus paises y regiones de origen. De este modo, no es sorprendente que la
mayor prevalencia entre mujeres embarazadas inmigrantes se haya descrito en
mujeres bolivianas, principalmente de areas rurales (Mufioz et al., 2009) ya
que Bolivia es el principal foco endémico de la enfermedad de Chagas,
destacando los distritos de Santa Cruz, Cochabamba, Sucre y Chuquisaca
(Brutus et al., 2008). En un estudio reciente, la deteccion de anticuerpos anti-
T. cruzi fue positiva en el 12,1% de mujeres bolivianas embarazadas
residentes en Madrid (Espafia) (Santiago et al., 2012).

Los factores de riesgo maternos para la transmision vertical de la
enfermedad de Chagas no estan completamente esclarecidos. En estudios
recientes en embarazadas seropositivas se ha demostrado que aquellas madres
con parasitemia detectable mediante PCR transmiten con mayor probabilidad
la infeccion en comparacién con aquellas mujeres con parasitemia
indetectable (Bern et al., 2009; Murcia et al., 2012c). También se ha
propuesto que la transmision vertical de la enfermedad de Chagas podria estar
favorecida por el incremento temporal de la carga del parasito durante el
embarazo debido a alteraciones inmunologicas (Hermann et al., 2004; Brutus
et al., 2008), como la inmunodepresion transitoria, orientada a no rechazar el
feto (Hermann et al., 2004). El papel que desempefia la edad materna o el
numero de embarazos previos en la transmision congeénita de la enfermedad
de Chagas también ha sido estudiado (Salas et al., 2007). Torrico et al
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mostraron que las madres que transmitieron la enfermedad a sus hijos eran
mas jovenes y con menor nimero de embarazos previos que aquellas que no
transmitieron la enfermedad (2004). Otros autores han subrayado la
importancia de factores intrinsecos del parasito como determinantes en la
transmision congénita, asi Freilij y Altcheh (1995) sugirieron que la cepa
materna infectante fue determinante. No obstante, son necesarios mas estudios
para confirmar los factores de riesgo en la transmision de la enfermedad de
Chagas congeénita. Por otra parte, el tratamiento farmacolégico de la mujer en
edad fértil con enfermedad de Chagas cronica, parece reducir la probabilidad
de transmision congénita, ya que el tratamiento consigue disminuir la
parasitemia en sangre periférica (Murcia et al., 2012c).

e Transmision transfusional: desde el descubrimiento de T. cruzi en
1909, pasaron 27 afios hasta que en 1936 Mazza et al sugirieron la posibilidad
de transmision de la enfermedad de Chagas por transfusion sanguinea.
Pasaron 13 afos hasta que, en 1949, se describieron los primeros donantes de
sangre infectados por T. cruzi (Pellegrino, 1949). En 1952, Freitas et al
publicaron los primeros casos de enfermedad de Chagas por transfusion
sanguinea. El nimero de casos de Chagas post-transfusional ha sido estimado
entre 300 (Wendel, 1998) y 800 (Hernandez-Becerril et al., 2005), si bien son
cifras que se consideran infravaloradas debido a la ausencia de
manifestaciones clinicas de la enfermedad en pacientes infectados por
transfusion (Leiby et al., 1999b; Assal y Aznar, 2007; Pérez de Pedro et al.,
2008). Las transfusiones sanguineas se han convertido en fuente importante de
transmision de la enfermedad de Chagas en América Latina (Schmunis, 1999),
principalmente debido a flujos migratorios desde zonas rurales a urbanas
(Schumunis, 1991). La probabilidad de infeccion post-transfusional en Bolivia
es del 12-25%, con un valor maximo del 46,7% (Wendel, 2006). Asimismo, la
transmision de la infeccion a través de transfusiones, también ha sido descrita
en paises donde la enfermedad no es endémica. Asi, en EE.UU., se refiere una
seroprevalencia del 0,12-0,20% entre los donantes de riesgo, y se han descrito
en la literatura 23 casos de Chagas post-transfusional (Bihl et al., 2007;
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Cantey et al., 2012; Custer et al., 2012). Las politicas de seguridad en el
suministro de sangre requieren del andlisis para la deteccion de anticuerpos
anti-T. cruzi en las donaciones. Especialmente, en el caso de paises en los que
existe una poblacion latinoamericana numerosa, como es el caso de Espafa
(Boletin oficial del estado, Ministerio de Sanidad y Consumo. Espafia. 2005).

e Transmision por donacién de érganos: los pacientes a los que se les
trasplanta un organo a partir de un donante infectado por T. cruzi pueden
desarrollar la enfermedad. La tasa de transmision descrita es del 19% (Riarte
et al., 1999). Se ha demostrado que el riesgo de adquirir la infeccion es
superior cuando el érgano transplantado es el corazén comparado con
trasplante de rifion o hepatico (Barcan et al., 2005; Gil et al., 2007; Ching-
Hong et al., 2011).

e Transmision oral: recientemente, se han descrito varios brotes de
transmision oral de T. cruzi en Brasil, Colombia y Venezuela (Beltrao et al.,
2009; Nobrega et al., 2009; Alarcon de Noya et al., 2010; Rios et al., 2011).
La mayoria de los brotes son pequefios y han afectado a grupos familiares de
la region amazonica en la que el fruto de la palma es muy frecuente en la dieta
y parece presentar una susceptibilidad especial a contaminarse con las heces
de los vectores que viven en dichos arboles (Coura et al., 2002; Nobrega et
al., 2009). El mayor brote descrito hasta la fecha afectd a mas de 100 personas
entre estudiantes y personal de un colegio de Caracas, debido al consumo de
zumo de guayaba contaminado con el parasito (Alarcon de Noya et al., 2010).

La transmision de T. cruzi a través de la leche materna solo ha sido
sugerida en una ocasion (Medina-Lopes, 1988) ya que la mayoria de estudios
han descartado la presencia del parasito en la leche de mujeres con
enfermedad de Chagas cronica (Bittencourt et al., 1988; Amato et al., 1992).
Ademas, los tripomastigotes del torrente sanguineo materno a diferencia de
los tripomastigotes metaciclicos presentes en el vector, no son capaces de
sobrevivir en el jugo gastrico (Hoft, 1996; Hoft et al., 1996), lo que impediria
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su transmision al recién nacido en aquellos casos en los que el paréasito
pudiera ser detectado en la leche materna.

1.2. Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es endémica en América Latina, afectando a
areas rurales de gran pobreza. En la actualidad, se calcula que
aproximadamente 100 millones de personas estan expuestas a la infeccion por
T. cruzi (Coura, 2007). A principios de la década de los 90, se estimd una
poblacion de 16-18 millones de individuos infectados, aunque esta cifra
disminuyé a 11 millones en el afio 2001 (Guzméan-Brancho, 2001) y mas
recientemente a 8 millones de pacientes infectados (OMS, 2005), de los cuales
entre un 20-30% desarrollaran sintomatologia. Actualmente, la incidencia en
areas en las que la enfermedad es endémica es de 200.000 nuevos casos al afio
aproximadamente, representando la tercera infeccion parasitaria mas frecuente
a nivel mundial, después de la malaria y la esquistosomiasis (OMS, 2005).

1.2.1. Paises endémicos

La enfermedad de Chagas esta ampliamente distribuida desde el sur de
EE.UU. hasta el norte de Chile y Argentina, afectando a 21 paises de
Latinoamerica. La prevalencia varia segun el area geogréafica considerada,
siendo Bolivia el pais endémico con mayor prevalencia, con una tasa de
infeccion por T. cruzi global en poblacion general del 28,8%, pudiendo
alcanzar hasta el 45% en algunas zonas (Rassi et al., 2010; Bern et al., 2011)
(tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Paises donde la enfermedad de Chagas es endémica. Estimacién
de la seroprevalencia y del nimero de pacientes infectados.

Paises endémicos? Seroprevalencia NUamero estimado
estimada® de individuos
infectados®
América del Norte
Estados Unidos Dato no disponible 300.167°
Méjico 1,03 1.100.000
Belice 0,74 2.000
Costa Rica 0,53 23.000
El Salvador 3,37 232.000
Honduras 3,05 220.000
Guatemala 1,98 250.000
Nicaragua 1,14 58.600
Panama 0,01 21.000
Argentina 4,13 1.600.000
Bolivia 6,75 620.000
Brasil 1,02 1.900.000
Chile 0,99 160.200
Colombia 0,96 436.000
Ecuador 1,74 230.000
Guyana 1,29 18.000
Paraguay 2,54 150.000
Perl 0,69 192.000
Uruguay 0,66 21.700
Venezuela 1,16 310.000

#La transmision vectorial ocurre en la actualidad u ocurria hasta muy recientemente,
en determinadas regiones de estos paises. "Estas estimaciones son del afio 2005 y
fueron publicadas por Bern et al (2009). °El nimero en Estados Unidos refleja el
nimero estimado de inmigrantes infectados de paises de América Latina donde la
enfermedad es endémica. Una estimacion numérica de las infecciones adquiridas
localmente no estéa disponible.

En las zonas endémicas, se estan llevando a cabo, distintas iniciativas
para erradicar la enfermedad de Chagas. Estas se basan en el control vectorial,
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el cribado sistemético de los donantes de sangre, la deteccion y el tratamiento
de los casos congeénitos, y el tratamiento de nifios y casos agudos.

A pesar de la disminucion en la prevalencia en areas endémicas, la
enfermedad de Chagas esta clasificada como enfermedad tropical “olvidada”
(neglected tropical disease), por la escasa atencion y recursos prestados para
su erradicacion. Asi, la enfermedad de Chagas continta siendo la principal
causa de cardiopatia y muerte por enfermedad cardiovascular en pacientes
entre 30 y 50 afios en paises endémicos (Rassi et al., 2009; Martins-Melo et
al., 2012).

Entre los principales paises endémicos cabe destacar:

e Venezuela (2,7 millones de habitantes): este pais ha sido un ejemplo de
excelencia en la lucha contra la enfermedad de Chagas. En 1961, fue uno de
los primeros paises en realizar una camparia nacional contra la enfermedad,
que determino la reduccion a la mitad del area endemica venezolana y la
disminucion de la prevalencia entre nifios menores de 10 afios desde un 20%
en 1960 a un 0,8% a finales de los afios 90. La campafia gubernamental
incluyd la aplicacion de insecticidas y un proyecto de mejora de la vivienda
rural con el fin de disminuir la transmision vectorial en el interior de las casas.
Finalmente, la busqueda sistematica de anticuerpos frente a T. cruzi en los
bancos de sangre se establecié como obligatoria en 1988, disminuyendo asi el
riesgo de transmision de la enfermedad por transfusion sanguinea (Petherick,
2010).

e En Brasil (186,4 millones de habitantes), la transmision vectorial fue
erradicada en 2006. Asi, de los 100.000 nuevos casos anuales de infeccion por
T. cruzi por transmision vectorial en la década de los 70, la cifra se redujo a 10
en el afio 2007. A pesar de ello, el pais continda con 3 millones de individuos
infectados ya que, en este pais, la transmision oral es un problema creciente.
Entre el afio 2005 y el 2007, se reconocieron 330 nuevos casos de infeccion
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oral por T. cruzi, de los cuales 272 procedian de la region amazonica (Beltrao
et al., 2009).

e En Meéxico (107 millones de habitantes), las cifras de prevalencia son
oficialmente bajas (1,5%), lo cual ha determinado menos dedicacion al control
de la enfermedad. Asi, la busqueda sistematica de anticuerpos frente a T. cruzi
solo se realiza en aproximadamente un 30% de las hemodonaciones. Ademas,
hasta el afio 2006, la lucha contra la transmision vectorial se baso en la
utilizacion de DDT, eficaz frente al agente vector del paludismo pero no
frente a los diferentes insectos vectores de la enfermedad de Chagas.
Finalmente, en el afio 2006, la prohibicion a nivel mundial del DDT determind
su sustitucion por insecticidas piretroides, aunque la eficacia de estos Gltimos
para erradicar el agente vector de la enfermedad de Chagas no ha sido
determinada (Petherick, 2010).

e Bolivia (9,2 millones de habitantes): es el principal foco endémico a
nivel mundial con una tasa global en poblacion general del 28,8%, pudiendo
alcanzar hasta el 45% en algunas zonas (Rassi et al., 2010; Bern et al., 2011).
En algunas regiones rurales del pais, todos los individuos mayores de 50 afios
estan infectados (Bern et al., 2011). A finales de la década de los 90, 180.000
nuevos casos se describieron anualmente en una poblacién que no alcanzaba
los 8 millones de habitantes. Desde el 2000 al 2007, se llevé a cabo un
proyecto de control, que permitio disminuir la tasa de infestacién en vivienda
rural del 55% al 3,2%.

e En Guatemala, Honduras y El Salvador (la suma de la poblacién de
los tres paises es de 26,7 millones de habitantes), desde el afio 1997 se ha
realizado una lucha muy activa frente a la enfermedad de Chagas, lo que ha
determinado una baja prevalencia, especialmente en Guatemala y El Salvador,
ya gque en Honduras, la inestabilidad politica del afio 2009, determind una
disminucion en las ayudas para la aplicacion de insecticidas en la lucha frente
a la transmisién vectorial de la enfermedad.
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e Finalmente, en Peru, Ecuador y Colombia (la suma de la poblacién de
los tres paises es de 86,8 millones de habitantes), la lucha contra la
enfermedad esta condicionada por la politica gubernamental. En Colombia no
existe un programa de erradicacion de la enfermedad de Chagas. En Peru se
ha descrito un incremento en el nimero de casos en la region amazodnica
durante los ultimos afios. Para frenar su aumento, se realiza una lucha activa
mediante aplicacion de insecticidas. En el afio 2009, Tacna, cerca de la
frontera con Chile fue el primer departamento de Peru declarado libre de
transmision vectorial. En Ecuador, se ha producido una disminucion del
numero de casos descritos desde 1998 (Petherick, 2010).

e|.2.2. Paises no endémicos

La enfermedad de Chagas no s6lo es un problema de salud en América
Latina, sino también en paises que reciben inmigrantes infectados (Gascon et
al., 2009) (figura 1.3). De los paises europeos, Espafia es el que recibe el
mayor nimero de inmigrantes de origen latinoamericano (Pérez-Ayala et al.,
2010).

El fendmeno de la inmigracion se ha ido desarrollando en nuestro pais
de tal forma que, a finales del afio 2007, los inmigrantes representaban el
8,8% de la poblacion espafiola, con un incremento de 1,9 puntos porcentuales
respecto al afio anterior. En concreto, la inmigracion latinoamericana en
nuestro pais, alcanzo la cifra de 1.594.338 personas, de las cuales alrededor de
700.000 fueron mujeres en edad fertil (Instituto Nacional de Estadistica,
2008).
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Figura 1.3. Ndmero estimado de inmigrantes con infeccion por T. cruzi. Modificado
de Rassi et al., 2010.

Hasta hace pocos afios, la enfermedad de Chagas era extremadamente
rara en Espafna. La consulta de los trabajos recogidos en las bases de datos
Medline y Scopus hasta el afio 2005 tan sélo aporta una cita de un caso grave
de enfermedad de Chagas en Espafia, a consecuencia de un trasplante de
médula osea (Villalba et al., 1992).

A pesar de que en regiones no endémicas la transmision vectorial esta
totalmente descartada, la enfermedad se puede transmitir a través de
transfusiones de sangre, transplantes de organos y de madres a hijos. En
Espafa, debido a la existencia de programas de cribado de la enfermedad de
Chagas en centros de hemodonacion (Real decreto 1088/2005), la transmision
congénita constituye la principal via de aparicién de nuevos casos, y por lo
tanto, se deben realizar esfuerzos para la prevencion de la enfermedad a este
nivel (Murcia et al., 2012c).

Los datos de seroprevalencia de la infeccion por T. cruzi descritos en
Espafia, alcanzan el 41% en personas adultas latinoamericanas (Mufioz et al.,
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2009). Entre las mujeres inmigrantes embarazadas, la prevalencia de la
infeccion varia entre el 3,4% (Mufioz et al., 2007) y el 12,1% (Santiago et al.,
2012), pudiendo llegar al 27% en mujeres embarazadas de origen boliviano
(Mufioz et al., 2007).

En Esparfia han sido publicados 4 casos de transmision vertical (Mufioz
et al., 2007; Riera et al., 2006; Flores-Chavez et al., 2008; Carrilero et al.,
2009). El primer caso conocido de transmision por trasplante de médula fue
publicado en 1992 (Villalba et al., 1992). Desde 2005, han sido notificados 5
casos de enfermedad de Chagas por transmision transfusional (Forés et al.,
2007; Pérez de Pedro et al., 2008).

El elevado nimero de pacientes inmigrantes en nuestro pais con
enfermedad de Chagas cronica, asi como la posibilidad de transmision de la
infeccion de madres a hijos, ha determinado que la enfermedad de Chagas sea
un importante problema de salud pablica en Espafia. Asi, se deben realizar
esfuerzos para el diagnostico, tratamiento y prevencion de la enfermedad con
el fin de proporcionar una asistencia sanitaria de calidad a pacientes con
infeccion por T. cruzi.

1.2.3. Ciclo epidemioldgico

La tripanosomiasis americana se transmite a los seres humanos, a mas
de 150 especies de animales domésticos (perros, gatos, cobayas, etc.) y a
mamiferos silvestres (roedores, marsupiales y armadillos). El vector es un
insecto hematofago de la subfamilia Triatominae, conocido como vinchuca en
Bolivia, Argentina y Chile, chipo en Venezuela, chiribico en Colombia o
barbeiro en Brasil, entre otros.
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a)

Figura 1.V. a) Triatoma infestans. b) Rhodnius prolixus. Principales especies de
vectores de la enfermedad de Chagas a seres humanos.

La enfermedad de Chagas se puede considerar una zoonosis en
animales salvajes e insectos vectores que afecta al ser humano cuando éste se
introduce en un ecosistema salvaje o cuando los triatominos se adaptan al
ambiente del ser humano, atraidos bien por la luz o por la necesidad de
alimentarse de sangre de mamiferos (Coura y Junqueira, 2012). Existen tres
tipos de ciclos epidemioldgicos: doméstico, peridoméstico y selvatico (Deane,
1964).

e Ciclo doméstico: La estructura de las casas rurales o periurbanas las
hace especialmente vulnerables a la infeccion por triatominos, las paredes de
adobe, los techos de paja y las grietas ofrecen un habitat ideal para la
domiciliacion de estos insectos. Ademas, la estrecha asociacion entre los
habitantes y los animales domesticos constituye una fuente de sangre
abundante y de facil acceso, por lo que se alcanzan grandes densidades de
vectores en el interior de estas viviendas. Triatoma infestans es el principal
vector domiciliado en los paises del Cono Sur (Argentina, Brasil, Bolivia,
Chile, Paraguay y Uruguay), Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata en los
paises andinos y centroamericanos y Triatoma barberi en México.

e Ciclo peridoméstico: Sirve de nexo entre el ciclo doméstico y el
selvatico. En él intervienen gran variedad de mamiferos (roedores,
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marsupiales, perros) que entran y salen libremente de las viviendas, y
triatominos selvaticos que son atraidos a las casas por el alimento, como
Triatoma dimidiata.

e Ciclo selvatico: Intervienen triatominos selvaticos que infectan a
numerosas especies y subespecies de mamiferos salvajes, terrestres o
arboreos. Algunos de los mas frecuentes son: Panstrongylus megistus,
Triatoma brasiliensis y Triatoma pseudomaculata en Brasil, Rhodnius
pallescens en Colombia y Panama o Triatoma pallidipennis en México. En
este ciclo selvatico, los mamiferos pueden adquirir la infeccion tambien al
ingerir triatominos infectados.

Tabla I.2. Principales especies de triatominos que predominan en los ciclos
domésticos y peridomesticos y juegan un importante papel en la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas en América Latina®.

Localizacion

Triatoma Argentina®’, Bolivia, Brasil®, Chile®, Paraguay®, Sur de
infestans Pert, Uruguay®

Rhodnius Colombia, El Salvador, Guatemala,Honduras, Sur de
prolixus Méjico, Nicaragua, Venezuela

Triatoma Belice, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador,
dimidiata Guatemala, Honduras, Mexico, Nicaragua, Panamé, Norte

de Perl, Venezuela

Panstrongylus  Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay
megistus

Triatoma Norte de Brasil
brasiliensis

%Informacion obtenida a partir de datos de la OMS, 2002. "La transmision de T. cruzi
por T. infestans se ha declarado interrumpida en 6 provincias de Argentina y en el
departamento | de Paraguay. ‘La transmisién de T. cruzi por T. infestans se ha
declarado interrumpida en todo el pais. “La transmision de T. cruzi por R. prolixus se
ha declarado interrumpida en todo el pais.
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1.2.4. Epidemiologia molecular

Las propiedades bioldgicas del parasito desempefian un importante
papel en la patogenia de la enfermedad (morbilidad) y pueden afectar la
eficacia del tratamiento farmacoldgico (Andrade et al., 1975; Tibayrenc et al.,
1986; Andrade y Magalhaes, 1996; Revollo et al., 1998; Toledo et al., 2003;
2004).

T. cruzi es una especie genéticamente heterogénea que se caracteriza
por una amplia variabilidad en sus caracteristicas bioldgicas y bioquimicas
(Macedo et al., 1998; Miles et al., 2003; Campbell et al., 2004). Los
diferentes clones de T. cruzi circulan tanto en ciclos domésticos como
selvaticos, afectando a seres humanos, insectos vectores y animales (Macedo
et al., 1998).

Histéricamente, T. cruzi se ha dividido en dos grandes grupos, Tcl y
Tcll, a su vez Tcll se subdividié en cinco subgrupos designados como Tclla,
Tcllb, Tcllc, Tclld y Tclle. Recientemente, se ha alcanzado un consenso por
el que se ha modificado la denominacion de estos seis linajes (Zingales et al.,
2009). De este modo, Tcl permanece como Tcl, y Tclla, Tcllb, Tcllc, Tclld y
Tclle se denominan como Tcll, Tclll, TclV, TcV y TcVI respectivamente.

En lineas generales, el genotipo Tcl esta implicado tanto en ciclos
domésticos como selvaticos siendo transmitido principalmente por triatominos
del género Rhodnius y se ha descrito en la mayoria de paises del continente
americano. Los genotipos Ilb (Tcll), Ild (TcV) y lle (TcVI ) son los mas
frecuentes en América del sur. Estos tres genotipos estan asociados
principalmente al ciclo doméstico y al vector Triatoma infestans. Tclld (TcV)
y Tclle (TcVI ) han sido descritos en pacientes con afectacion cardiaca y
digestiva del cono Sur (Argentina, Chile, Bolivia y Brasil) (Carranza et al.,
2009; Miles et al., 2009). Por el contrario, la enfermedad de Chagas cronica
con manifestaciones digestivas es poco frecuente en la parte norte de América
del Sur, America central y Méjico, donde Tcl es el linaje predominante. El
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genotipo Tcllc (Tclll) se ha descrito con més frecuencia en ciclos selvaticos
de America del Sur y junto con el genotipo Tclla (TclV) sélo infecta de forma
esporadica a seres humanos (Bern et al., 2011).

En la figura 1.5 se observa la distribucion geogréafica predominante de
los 6 genotipos de T. cruzi.

Tel

TelV

Figura I.5. Distribucion aproximada de los diferentes linajes de T. cruzi. Tcl es el
agente principal de la enfermedad de Chagas en la regién norte de las amazonas.
Tcllb (Tcll), Tclld (TcV) y Tclle (TcVI) son los agentes principales de la
enfermedad de Chagas en las regiones de Cono Sur. Tclll y TclV sélo infectan de
manera esporadica a seres humanos. Los ciclos domésticos aparecen representados
en rojo y los selvaticos en azul. Modificado de Petherick et al., 2010.

La importancia de la epidemiologia molecular de T. cruzi reside en la
diferente susceptibilidad al tratamiento farmacologico exhibida por los
diferentes genotipos. La existencia de cepas de T. cruzi con resistencia
intrinseca (Filardi y Brener, 1987; Murta et al., 2008) ha sido considerada
como uno de los factores que podria explicar la baja tasa de curacién en
algunos pacientes chagéasicos tratados en zonas endémicas, como se
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comprueba en la zona centro de Brasil en pacientes infectados con cepas del
tipo Tcl comparadas con aquellos infectados por cepas Tcll (Andrade y
Magalhées, 1996). Determinados estudios han demostrado que Tclll, del cual
el prototipo es la cepa Colombia, es altamente resistente (Andrade y
Magalhaes, 1996, Toledo et al., 2003, 2004).

Diversos estudios en modelos experimentales ponen de manifiesto que
la infeccion mixta por parasitos de diferentes genotipos de T. cruzi produce
cambios importantes de las caracteristicas biologicas del parasito y la
evolucion de la infeccion (Deane et al., 1984; Da Silveira Pinto et al., 1998;
2000; Martins et al., 2006, 2007). Las infecciones mixtas muestran respuestas
al tratamiento con benznidazol diferentes de las esperadas en infecciones
ocasionadas por un Unico genotipo (Martins et al., 2007).

Recientemente, se ha descrito la existencia de una alta incidencia de
infecciones mixtas en seres humanos (Solari et al., 2001) y vectores (Bosseno
et al., 2000), este hecho suscita interrogantes acerca de las consecuencias
relacionadas con la morbilidad, la dinamica de la transmision del parasito y la
respuesta a la quimioterapia, pudiendo explicar la variabilidad de la respuesta
al tratamiento en pacientes con enfermedad de Chagas cronica tratados con
benznidazol (Breniere et al., 1998).

Por otra parte, se ha sugerido que la epidemiologia molecular podria
desempefiar un papel importante en el riesgo de transmisién congénita ya que
se han descrito tasas variables de transmision en areas geogréaficas diferentes
donde predominan cepas distintas del parasito. El genotipo Tclld (TcV) es el
que mas frecuentemente se ha descrito en infecciones congeénitas. No obstante,
este hecho podria estar reflejando el predominio de este genotipo en Bolivia y
Argentina, paises en los que se han llevado a cabo estos estudios (Navin et al.,
1985; Burgos et al., 2009; Corrales et al., 2009; Murcia et al., 2012c).
Ademaés, en casos de transmision congénita, todavia se desconoce si la
poblacion completa de T. cruzi materna o tan sélo determinados clones se
transmiten a través de la placenta (Andrade, 1982; Burgos et al., 2007).
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1.3. Patogenia de la enfermedad de Chagas

Las lesiones tisulares en pacientes con enfermedad de Chagas se
pueden explicar a través de dos teorias, como son, la persistencia del parasito
y la auto-inmunidad (Texeira et al., 2011).

La teoria de la persistencia del paréasito en el ser humano surgio a partir
de la deteccion de amastigotes de T. cruzi en tejido cardiaco de un nifio que
fallecié de enfermedad de Chagas aguda (Vianna, 1911). De acuerdo con esta
teoria, el parasito penetra en la célula del hospedador y establece una
infeccidn cronica y persistente a pesar de activar la respuesta inmune en el ser
humano (Nagajyothi et al., 2012a). La division del amastigote en el interior
celular produce la ruptura mecanica de la célula y la liberacion del parasito al
exterior, atrayendo células inflamatorias, lo que explicaria las lesiones
caracteristicas a nivel cardiaco y digestivo de la fase crénica de la enfermedad
(Texeira et al., 2011).

La teoria de la auto-inmunidad se fundamenta en la demostracion de
reacciones cruzadas de los anticuerpos del propio ser humano frente a
epitopos que presentan motivos aminoacidicos similares o una conformacion
tridimensional semejante a ciertos determinantes antigénicos del parasito
(Cunha-Neto, 1995; Kierszenbaum, 1999; Leon y Engman, 2001).

Durante muchos afios, los métodos tradicionales parasitologicos
directos, menos sensibles que los moleculares, tales como la microscopia, el
hemocultivo y el xenodiagnostico, no podian demostrar la presencia del
parasito en los tejidos dafiados y asi varios estudios postularon el fenédmeno
auto-inmune como el mecanismo principal responsable del dafio cardiaco
tardio (Cunha-Neto et al., 1996, Rassi et al., 2001, Pontes de Carvalho et al.,
2002, lwai et al., 2005, Marin-Neto et al., 2007). Esta hipdtesis esta basada en
la ausencia aparente de parasitos en lesiones cardiacas inflamatorias y en la
presencia de respuestas auto-inmunes en pacientes con cardiopatia chagasica,
causadas bien por auto-anticuerpos o células T auto-reactivas del hospedador
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(Kalil y Cunha-Neto, 1996; Girones et al., 2005), sugiriendo por tanto, que el
tratamiento etioldgico resultaria poco eficaz en la fase cronica de la
enfermedad (Cunha-Neto et al., 1996).

Sin embargo, la demostracion de la presencia de T. cruzi en el
miocardio  mediante métodos méas sensibles, tales como la
inmunohistoquimica y la PCR, sugieren que la presencia del parasito es
necesaria para iniciar y mantener la respuesta inflamatoria (Higuchi et al.,
1993; Jones et al., 1993; Bellotti et al., 1996; Lane et al., 1997; Olivares-
Villagbmez et al., 1998). Asi, el papel que desempefia el parasito es critico
(Jones et al., 1993, Vago et al., 1996) y por ello, la terapia antiparasitaria
puede prevenir la progresion de la enfermedad en la fase crénica (Urbina y
Docampo, 2003). De manera similar VVago et al. (1996) revelaron la presencia
de ADN de paréasito en tejido esofagico de pacientes con enfermedad de
Chagas cronica digestiva.

En conjunto los resultados sugieren que la persistencia del parasito en
organos Y tejidos es el estimulo primario para perpetuar la inflamacion y es
responsable de incrementar la respuesta inmune frente al parésito (Levin,
1996; Fernandes y Andrews, 2012). Por tanto, el tratamiento etioldgico
deberia centrarse en el aclaramiento de la parasitemia. Pocos estudios han
demostrado la eficacia del tratamiento etiologico en la fase crénica de la
enfermedad, pero la demostracion del parasito en tejidos diana impide atribuir
la etiopatogenia exclusivamente a mecanismos inmunolégicos (Villa et al.,
2007). Algunos estudios han demostrado que el tratamiento con benznidazol
en pacientes con enfermedad de Chagas cronica retrasa o previene la
progresion clinica hacia formas graves cardiacas, pero no se ha demostrado
que sea capaz de eliminar el parasito (Viotti et al., 1994; Fabbro et al., 2000;
Cancado, 2002).

En la actualidad, la mayoria de los autores coinciden en que la
persistencia del parasito en tejidos en baja concentracién induce dafio tisular
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debido a una respuesta inflamatoria y es la responsable de la actividad auto-
inmune observada en la enfermedad de Chagas (Machado et al., 2010).

En la fisiopatologia de la enfermedad de Chagas es bien conocido el
papel que tiene el macrofago como primera linea de defensa en la proteccion
frente a T. cruzi, y otros agentes infecciosos (Bogdan, 2001). La infeccion del
macrofago por T. cruzi determina un incremento en la sintesis de 6xido nitrico
mediado por citoquinas (Aliberti et al., 1999). El 6xido nitrico deriva del
aminoacido L-arginina y es capaz de reaccionar con el oxigeno y sus
intermediarios reactivos para producir otros radicales y aniones de diferente
estabilidad (MacMicking et al., 1997). Su vida media es corta, de pocos
segundos (6-10 segundos), y presenta bajo peso molecular (30 daltons) por lo
que difunde facilmente a través de las membranas celulares eucariotas y
procariotas. Numerosos autores han estudiado la actividad tripanocida del
oxido nitrico (Gutierrez et al., 2009; Murta et al., 1999; Machado et al., 2010;
Pavanelli y Nogueira, 2010). La base bioguimica de la toxicidad inducida por
el O6xido nitrico sobre microorganismos fagocitados depende de la
combinacién del mismo con moléculas que contienen hierro en su estructura,
como por ejemplo enzimas clave en el ciclo de respiracion y replicacion
celular (Moncada et al., 1993).

Estudios in vitro han demostrado que la infeccion por T. cruzi induce la
sintesis de oxido nitrico en el macréfago ya que incrementa la actividad del
enzima Oxido nitrico sintasa inducible (inducible Nitric Oxide Synthase,
INOS). La activacion del enzima iNOS ocurre a través de mediadores
inflamatorios, como el IFN-y y el TNF-q, entre otros, cuya expresion se ve
incrementada por la presencia del parasito (Abrahamsohn et al., 1996; Borges
et al., 1998; Gazzinelli et al., 1992; Holscher et al., 1998; Hunter et al., 1996;
Vespa et al., 1994; Rezende-Oliveira et al., 2012). Asi, la infeccion por T.
cruzi aumenta de manera significativa la produccion de éxido nitrico, el cual
actla induciendo estrés oxidativo, con capacidad tripanocida (Gutierrez et al.,
2009). No obstante la presencia de radicales libres de oxigeno a una
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concentracion elevada determina que las células humanas sean vulnerables
tambien frente a los efectos toxicos (Bogdan, 2001).

La actividad tripanocida del oxido nitrico ha sido considerada en la
investigacion para la obtencion de nuevos farmacos anti-T. cruzi cuyo
mecanismo de accion es el incremento de la concentracion del éxido nitrico
(Gutierrez et al.,2009; Machado et al., 2010; Pavanelli y Nogueira, 2010).

1.3.1. Fases de la enfermedad

La enfermedad de Chagas pasa por dos estadios sucesivos: una fase
aguda y otra cronica (Prata, 2001).

1.3.1.1. Aguda

La enfermedad de Chagas aguda puede acontecer a cualquier edad, pero
la mayoria de los casos se dan en nifios menores de 12 afios, con mayor
frecuencia en los primeros cinco afos de vida. En los seres humanos, en el
caso de la transmisién vectorial, la fase aguda aparece tras un breve periodo
de incubacion (Bern et al., 2011). La fase aguda se caracteriza por una
parasitemia circulante facilmente detectable en sangre periférica. En el 90%
de los casos, la fase aguda de la enfermedad de Chagas es asintomatica y en
caso de que aparezcan sintomas, éstos son leves e inespecificos.

Tras la penetracion del parésito a traves de una herida de la piel o a
través de la mucosa, aparece una zona indurada y eritematosa, denominada
«chagoma», acompafiada de linfadenopatia local. El signo de Romaiia (figura
1.6), que es la manifestacion clésica de la enfermedad de Chagas aguda, se
manifiesta por un edema indoloro bipalpebral y unilateral. Esto ocurre cuando
la via de entrada del parasito es la membrana conjuntival. Los primeros signos
en caso de enfermedad aguda sintomatica se acompafian de malestar general,
fiebre, anorexia y edema facial y de extremidades inferiores (Prata, 2001).
También puede cursar con erupcion morbiliforme, linfadenopatias vy
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hepatoesplenomegalia. La miocarditis grave, aunque es poco frecuente, causa
la mayor parte de las muertes en fase aguda. Los signos neurol6gicos son
raros, pero se han comunicado casos de meningoencefalitis. En esta fase, la
morbilidad y los sintomas clinicos se encuentran directamente asociados con
los niveles circulantes de parasitemia (Prata, 2001).

-

Figura 1.6. Paciente en fase aguda de la enfermedad de Chagas que presenta signo
de Romainia.

La infeccion congénita por T. cruzi es una infeccion aguda asintomatica
en el 40-100% de los casos (Streiger et al., 1995; Freilij y Altcheh, 1995;
Contreras et al., 1999; Zaidenberg, 1999; Blanco et al., 2000; Carlier y
Torrico, 2003; Torrico et al., 2004). En caso de aparicion de sintomas, éstos
pueden retrasarse dias o semanas tras el nacimiento (Howard, 1975;
Bittencourt, 1976). Los signos y sintomas descritos en los recién nacidos con
enfermedad de Chagas congénita son inespecificos. Los recién nacidos con
enfermedad de Chagas sintomatica pueden presentar fiebre, bajo peso al nacer
(>2500 g), prematuridad (edad  gestacional <37  semanas),
hepatoesplenomegalia, funcion pulmonar inmadura e ictericia (Freilij y
Altcheh, 1995; Zaidenberg, 1999; Blanco et al., 2000; Carlier y Torrico, 2003;
Torrico et al., 2004). También se han descrito manifestaciones clinicas mas
severas en la enfermedad de Chagas congénita, tales como meningoencefalitis
y /o miocarditis aguda (Rubio et al., 1967; Saleme et al., 1971; Freilij y
Altcheh, 1995; Torrico et al., 2004). Las principales alteraciones a nivel
hematologico descritas en la enfermedad de Chagas congénita han sido la
anemia y la trombocitopenia (Zaidenberg, 1999; Contreras et al., 1999;
Blanco et al., 2000; Sanchez et al., 2005; Salas et al., 2007).
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Aungue la tasa de mortalidad de la enfermedad de Chagas congénita es
baja, se ha descrito que puede aumentar en neonatos co-infectados por el VIH
(Howard, 1975; Freilij et al., 1995; Nisida et al., 1999; Torrico et al., 2004;
Salas et al., 2007). Las publicaciones mas antiguas de casos clinicos de
infeccion congeénita por T. cruzi de Argentina, Brasil, y Chile son las que
muestran las mayores tasas de morbilidad y mortalidad (Saleme et al., 1971,
Bittencourt et al., 1976; Szarfman et al., 1975). Sin embargo, en estudios
recientes en paises endémicos, las tasas de mortalidad de la enfermedad de
Chagas congénita han disminuido, reflejando el beneficio del diagnostico
rapido y el tratamiento adecuado en el prondstico de la enfermedad de Chagas
congénita (Torrico et al., 2004, 2007).

En los casos de infeccién congénita que no son diagnosticados al
nacimiento, la enfermedad evoluciona a fase crénica, pudiendo desarrollar
cardiopatias o manifestaciones digestivas entre 25 y 35 afios tras el
nacimiento, en ausencia de tratamiento (Prata, 2001).

1.3.1.2. Crobnica

Las manifestaciones agudas de la infeccion por T. cruzi desaparecen de
forma espontdnea en casi todos los enfermos, dando paso a la fase
indeterminada o asintomatica cronica de la enfermedad. Entre un 30 y un 40%
de las personas infectadas evolucionan a formas sintomaéticas durante la fase
crénica. Las manifestaciones clinicas pueden ser de diferente gravedad,
afectando a diferentes organos, principalmente corazon y aparato digestivo.
De forma menos frecuente causa encefalitis, siendo mas comdn en
inmunodeprimidos (Prata, 2001).
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1.3.2. Formas clinicas de la enfermedad de Chagas cronica

1.3.2.1. Cardiaca

La enfermedad de Chagas crénica sintomatica suele afectar al corazén
y los sintomas se deben a trastornos del ritmo cardiaco, miocardiopatias y
tromboembolias (Salomone, 2003; Machado et al., 2000). Se trata de la
complicacion més grave de la fase cronica de esta enfermedad. Su incidencia
aumenta con la edad. Basquiera et al (2003) demostraron que resultados de
parasitemia detectables y sexo masculino se asociaban a una mayor tasa de
progresion de la enfermedad cardiaca. La alteracion observada con mayor
frecuencia en el electrocardiograma es el blogqueo de rama derecha, pudiendo
aparecer extrasistoles ventriculares, alteracion primaria de la repolarizacion
ventricular, zonas eléctricamente inactivas, bloqueos auriculoventriculares y
taquiarritmias (Gascon et al., 2007). La miocardiopatia es causa de
insuficiencia cardiaca, siendo frecuente la aparicion de embolias en el cerebro
u otras zonas secundarias a trombos murales en punta de ventriculo izquierdo.
La primera manifestacion clinica de esta enfermedad puede ser la muerte
subita por fallo cardiaco (Carod-Artal, 2006).

El elevado indice de mortalidad asociado con la afectacion cardiaca se
explica por diversos factores relacionados y no exclusivos, incluyendo la
extension del dafio en miocardio, el deterioro de la funcion cardiaca y la
presencia de arritmia ventricular (Rassi et al., 2007). La cardiopatia chagasica
crénica se define como un estado de inflamacion progresivo, que puede
presentar espontaneamente arritmia ventricular. Comdnmente se acompafia de
lesiones segmentarias en ventriculo izquierdo, asociadas a anomalias de la
conduccion, tales como el bloqueo de rama derecha del haz de His (figura 1.7),
y hemibloqueo anterior izquierdo, entre otras.
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Figura 1.7. Bloqueo de rama derecha del haz de His en electrocardiograma de
paciente con enfermedad de Chagas cronica.

Finalmente, hay una hipertrofia ventricular izquierda que conduce a un
deterioro de la funcion sistolica. La miocarditis crénica es lenta y progresiva,
y una vez aparece el dafio en miocardio, éste suele empeorar. La taquicardia
ventricular sostenida es la Unica arritmia que tiene un valor pronostico (Viotti
et al., 2005). En el afio 1985 Kuschnir propuso una clasificacion de la
cardiopatia chagasica en cuatro estadios segun su gravedad (Kuschnir et al.,
1985) (figura 1.8).

CLASIFICACION
KUSCHNIR
i
I T T 1
2 1 I §341
u | ii ||
SEROLOGIA + 5 . .
il || 12 [
RRTORAX | sy e TRENET S
H II | |
ECG NORMAL PATOLOGICO PATOLOGICO PATOLOGICO
n | ﬁ 1[
CLINICA ASINTOMATICO ASINTOMATICO ASINTOMATICO I“i:;‘:{:gf“

Figura 1.8. Clasificacion de la cardiopatia chagasica crénica segun Kuschnir. Rx
torax, radiografia de torax. ECG, electrocardiograma. ICT, indice cardio-toréacico.

30



I. Introduccion

La enfermedad de Chagas es una causa importante de cardiopatia
terminal en América Latina (Rassi et al., 2000). Asi, Sse espera un incremento
en la patologia cardiaca en paises endémicos conforme aumente la edad media
de la poblacion infectada (Carod-Artal, 2006; Gascon, 2010).

1.3.2.2. Digestiva

El 10% de los pacientes en fase cronica de la enfermedad de Chagas
desarrollan alteraciones digestivas. Las mas frecuentes en caso de
megaesdfago son: disfagia, odinofagia, dolor tordcico y regurgitacion
(Rezende, 2007). Puede haber aspiracién, especialmente durante el suefio y
son frecuentes los episodios repetidos de neumonitis por esta causa. Incluso
pacientes asintomaticos o con examen radiolégico normal puede tener
alteraciones en la motilidad esofagica.

En caso de megacolon, los sintomas clinicos son: dolor abdominal y
estrefiimiento crénico. EI megacolon avanzado puede provocar obstruccion, y
en caso de complicacién, septicemia y muerte. Se habla de megacolon cuando
en una radiografia el diametro del sigma o del colon descendente es mayor de
6,5 cm, el del colon ascendente mayor de 8 cm o el diametro del ciego
superior a los 12 cm. La inspeccion visual, realizada en estudios radioldgicos,
pone de manifiesto la presencia de megacolon en el 6,3% de los pacientes con
enfermedad de Chagas crénica (Castro et al.,, 2010). Las alteraciones
digestivas se dan en menor frecuencia y menor gravedad que las alteraciones
cardiacas, aunque suponen un gran sufrimiento para las personas afectadas
con un importante deterioro de su calidad de vida.

La historia natural de la enfermedad de Chagas en el ser humano
aparece resumida en la figura 1.9.
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Figura 1.9. Historia natural de la enfermedad de Chagas en el ser humano.
1.4. Diagnostico de la enfermedad de Chagas

En la infeccion por T. cruzi, el diagnéstico de la enfermedad se apoya
en datos epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio (Ferreira et al., 1996). La
informacion clinica es atil en pacientes con sintomatologia mientras que en
pacientes en fase cronica indeterminada, la epidemiologia y los resultados de
la pruebas de laboratorio son las herramientas fundamentales en el
diagnostico.

La técnica de laboratorio empleada para el diagnostico de la
enfermedad de Chagas depende de la fase clinica en la que se encuentre el
paciente (Luquetti et al., 2000; Apt et al., 2008). En fase aguda, se aplican
examenes parasitoldgicos directos, pues la parasitemia es elevada en esta fase
de la enfermedad. Cuando se trata de diagnosticar un individuo con
enfermedad de Chagas cronica, en el que la parasitemia circulante es baja,
intermitente o nula, el diagnostico de la infeccion se basa, fundamentalmente,
en la determinacion de anticuerpos especificos frente a antigenos de T. cruzi.
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El diagnostico de la enfermedad de Chagas en fase cronica
indeterminada es importante para iniciar el tratamiento del paciente y evitar la
transmision de la enfermedad a través de hemo-derivados y transplante de
organos (Schmunis 1991, 2007).

1.4.1. Parasitoldgico

Durante la fase aguda de la enfermedad existen numerosos parasitos en
sangre periférica y es posible detectarlos mediante pruebas parasitologicas
directas (OMS, 2002).

1.4.1.1. Técnicas microscopicas

e En fresco

Se deben buscar parasitos en sangre periférica en fresco, entre
portaobjeto y cubreobjeto, examinando inmediatamente, antes de que se seque
la gota de sangre sin anticoagulante, extraida del pulpejo del dedo o del I6bulo
de la oreja o de la planta del pie en recién nacidos. La monocapa de hematies
permite observar los rapidos movimientos del parasito refringente entre las
celulas sanguineas. Una vez visualizado el parasito, se confirma el
diagnostico, sin necesidad de practicar otros examenes (Werner et al., 2008).

Las extensiones de sangre (gota gruesa y frotis) tefiidas adecuadamente,
permiten observar las caracteristicas morfologicas del parasito. Sin embargo,
cuando el grado de parasitacién es bajo, es necesario utilizar métodos de
concentracion, tales como el microhematocrito y el método de Strout.

e Técnicas de concentracion

El microhematocrito, se emplea en recién nacidos, cuando se dispone
de poca sangre; consiste en obtener uno o mas capilares heparinizados, con
sangre, y someterlos a centrifugacion. En la interfase entre el empaquetado de
hematies y el plasma, se encuentra una capa de leucocitos, en la que se
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observan los movimientos del parasito, con la ayuda del microscopio con
objetivo de 40 aumentos.

El método de concentracién de Strout, utilizado también para otros
hemoflagelados (Strout, 1962), consiste en la extraccion de sangre (minimo
3,0 mL) sin anticoagulante, dejando el tubo a 37°C durante dos horas, para la
debida formacion y retraccion del codgulo. Si existen parasitos, migraran
fuera del coagulo. Tras la obtencion del suero mediante centrifugacion, se
hace una preparacion en fresco.

1.4.1.2. Hemocultivo

Para la deteccion de parasitemia mediante cultivo de la sangre del
paciente, es necesario emplear un gran volumen, aproximadamente 30 mL de
sangre. El procesamiento de la muestra debe ser inmediato, centrifugando para
retirar el plasma. La muestra se siembra habitualmente en tubo en medio LIT
(infusion de higado y triptosa) de preparacién compleja. Se siembran varios
tubos que se examinan cada mes, hasta completar de 5 a 6 meses (Castro et
al., 2002).

Debido a la complejidad de la técnica, al retraso en el diagnostico y a su
baja sensibilidad en fase cronica, a pesar de su elevada especificidad, el
hemocultivo para diagnostico de enfermedad de Chagas sélo se realiza en
laboratorios especializados (Gomes et al., 1999). Ademas los resultados
obtenidos se encuentran muy influenciados por la cantidad de sangre
empleada, el medio de cultivo utilizado y el intervalo de tiempo transcurrido
entre la recogida de la muestra y su inoculacion en medios de cultivo (Chiari
et al., 1989).
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1.4.1.3. Xenodiagndstico

Consiste en la aplicacién al paciente, de cuatro cajitas de cartdon o
plastico, cada una de las cuales contiene 10 ninfas de triatominos vivos, en
general de tercer estadio, en ayuno de 10 a 15 dias. Al cabo de 30 minutos, se
retiran las cajitas y se examinan las heces de los triatominos a los 30 y 60 dias
(Brumpt, 1914; Cerisola et al., 1974). Actualmente, se recurre al
xenodiagnostico artificial, tomando sangre heparinizada del paciente y
ofreciéndola a los triatominos.

Al igual que el hemocultivo, el xenodiagnodstico es una técnica
diagnostica laboriosa que requiere un largo periodo de tiempo hasta la emisién
de resultados y que precisa de laboratorios con elevado nivel de bioseguridad
(Brener, 1962; Gomes et al., 1999). Es por ello que tampoco se emplea como
técnica de rutina diagnostica en la mayoria de laboratorios (Avila et al., 1993).

1.4.1.4. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el desarrollo de las técnicas moleculares, la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) se ha utilizado para el diagnostico parasitologico de
diversas enfermedades. Esta técnica se basa en la amplificacidn de secuencias
de ADN que son abundantes y especificas del parasito en cuestion. En el caso
de T. cruzi, hay dos secuencias especificas que han resultado tiles: la region
variable de 330 pares de bases del ADN del minicirculo del kinetoplasto, y
una secuencia repetitiva de 195 pares de bases del ADN nuclear del paréasito.
Ambas contienen un elevado nimero de secuencias repetidas por lo que son
especialmente adecuadas para su deteccion mediante PCR. De hecho, la PCR
dirigida a amplificar ADN del kinetoplasto es capaz de detectar el equivalente
de una sola célula parasitaria en 10-20 ml de sangre (Moser et al., 1989; Avila
et al., 1991; Britto et al., 1993). La conservacion de la muestra de sangre del
paciente en una solucion de guanidina-EDTA preserva los acidos nucleicos
del parésito. Ademas, hervir dicha mezcla incrementa el rendimiento en la
extraccion de ADN (Britto et al., 1993).
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La PCR resulta de gran utilidad para la deteccion del parasito en los
casos agudos en los que la parasitemia es elevada, ya sea por transmision
congénita (Schijman et al., 2003) o por transmisién vectorial. Asi, la PCR
puede presentar un resultado positivo dias 0 semanas antes de que la deteccion
de tripomastigotes sea posible a partir de extensiones de sangre periférica
(Schijman et al., 2000).

La PCR es util también en el diagnostico de la infeccion aguda por T.
cruzi en receptores de 6rganos infectados (Herwaldt, 2001; Bestetti et al.,
2009; Chin-Hong et al., 2011; Pavia et al., 2011). Los ensayos de PCR
cuantitativos (PCR a tiempo real) son los mas sensibles para monitorizar la
reactivacion de la enfermedad en receptores inmunodeprimidos infectados por
T. cruzi, ya que permiten determinar el nimero creciente de parésitos en
sangre periférica a lo largo del tiempo (Diez et al., 2007; Duffy et al., 2009).

En el diagnostico de la enfermedad de Chagas crénica, la PCR ha
demostrado una sensibilidad que oscila entre el 59% y el 100% (Brandariz et
al., 1995; Junqueira et al., 1996; Gomes et al., 1999; Wincker et al., 1994a;
Avila et al., 1993; Brasil et al., 2010; Murcia et al., 2010). Durante la fase
crénica de la enfermedad, el resultado de PCR positivo confirma la infeccion,
aunque el resultado negativo no la descarta. La sensibilidad de la PCR en
estos pacientes es variable en funcion del area geografica y la edad de los
sujetos estudiados (Wincker et al., 1994a; 1994b; Britto et al., 1995).

1.4.2. Inmunoldgico

El diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas es especialmente
atil en la fase crénica de la enfermedad, en la que la baja parasitemia
circulante determina una baja sensibilidad de los métodos parasitologicos
directos.

En la enfermedad de Chagas, las pruebas serologicas se denominan
convencionales cuando utilizan como antigeno bien el parasito completo, o
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bien extractos solubles y/o purificados que contienen una mezcla compleja de
antigenos de T. cruzi. Las técnicas seroldgicas no convencionales, son las que
emplean un dnico antigeno recombinante o péptido sintético de T. cruzi para
la determinacion de anticuerpos del paciente, generalmente mediante técnica
ELISA, aglutinacion de particulas de gel, immunocromatografia o Western
Blot (OMS, 2003; Flores-Chavez et al., 2010).

Ninguna prueba seroldgica ha demostrado la suficiente especificidad y
sensibilidad por si sola como para confiar el diagnostico de la enfermedad de
Chagas cronica a una Unica técnica seroldgica. La OMS establece el uso de
dos test serologicos que empleen diferentes antigenos, realizados en paralelo,
para incrementar la certeza en el diagndstico (OMS, 2002). La serologia
convencional es la que se utiliza con mas frecuencia, ya que muestra una
mayor sensibilidad con respecto a la serologia no convencional (Flores-
Chavez et al., 2010). No obstante, presenta menor especificidad que ésta
ultima, principalmente debido a que se produce reactividad cruzada con
anticuerpos frente a Leishmania spp. (Caballero et al., 2007) y Plasmodium
spp. (Salvado et al., 2008).

Una pequefia proporcion de individuos puede presentar un resultado
discordante en ambas técnicas seroldgicas empleadas, por lo que se requerira
de pruebas alternativas para determinar si existe infeccion. El estado
seroldgico en algunos individuos resulta dificil de determinar, incluso después
de realizar un tercer test serolégico, debido a la ausencia de una técnica de
referencia o gold standard para el diagnostico seroldgico de la infeccion por
T. cruzi (Berrizbeitia et al., 2006; Tarleton et al., 2007; Lapa et al., 2011).
Técnicas tales como el ensayo de radioinmmunoprecipitacion
(radioimmunoprecipitation assay, RIPA), técnicas de inmunoblot basadas en
antigenos excretados-secretados (trypomastigote excreted-secreted antigen
immunoblot, TESA-blot) y técnica de Western blot, se han propuesto como
tests de referencia, pero ni incluso éstas poseen una sensibilidad vy
especificidad totales por lo que podrian no ser capaces de resolver el
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diagnostico en los casos discordantes (Leiby et al., 2000; Silveira-La Cerda et
al., 2004; Malchiodi et al., 1994; Barbosa et al., 2006; Riera et al., 2012).

Los datos publicados sugieren que la sensibilidad de los ensayos
seroldgicos varia en funcion del area geografica, debido probablemente a la
cepa de T. cruzi responsable de la infeccidn, lo que determina diferencias en la
respuesta humoral del paciente (Sosa-Estani et al., 2008; Umezawa et al.,
1999; Verani et al., 2009).

El diagnostico seroldgico de la infeccion congénita por T. cruzi en
recién nacidos de madres seropositivas para la enfermedad de Chagas presenta
un bajo valor predictivo, debido a que la presencia de anticuerpos 1gG anti-T.
cruzi en el recién nacido se puede explicar por la transferencia de anticuerpos
maternos que no desparecerian hasta el sexto mes de edad (Coura, 2007; Sosa-
Estani et al., 2008). Siendo una proporcion pequefia de recién nacidos sero-
negativos (Coura, 2007; Sosa-Estani et al., 2008). La deteccion de anticuerpos
IgM anti-T. cruzi en el recién nacido no ha proporcionado buenos resultados
(Coura, 2007; Reithinger et al., 2009). El diagnostico de la infeccién
congenita por T. cruzi en recién nacidos de madres seropositivas se basa en
una técnica parasitologica directa positiva mediante observacion al
microscopio, 0 mediante amplificacion del ADN del parasito (Freilij y
Altcheh, 1995; Blanco et al., 2000)), o bien en un resultado de serologia
positivo que persista 6 meses después del nacimiento mediante dos técnicas
que empleen antigenos distintos (Schijman et al., 2003). En caso de un
resultado negativo en las pruebas parasitologicas directas en el recién nacido,
el examen de otra muestra bioldgica se debe realizar semanas 0 meses despuées
del nacimiento. Ademas, se debe realizar un seguimiento de los niveles de
anticuerpos para estudiar si persiste positiva la serologia 6 meses después del
nacimiento (Carlier y Torrico, 2003; Murcia et al., 2012c).
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1.4.2.1. Serologia convencional

Como hemos comentado anteriormente, la serologia convencional
utiliza como antigeno bien el parasito completo, o bien extractos solubles y/o
purificados que contienen una mezcla compleja de antigenos de T. cruzi para
la determinacion de anticuerpos del paciente. Es la que se utiliza con mayor
frecuencia en los laboratorios de diagnostico clinico. Las técnicas de ELISA e
IFI estan comercializadas por diferentes laboratorios (Berrizbeitia et al., 2006;
Caballero et al., 2007; Otani et al., 2009; Flores-Chavez et al., 2010), son
sencillas, rapidas, y la técnica ELISA presenta una elevada automatizacion.

1.4.2.2. Serologia con péptidos recombinantes

La serologia no convencional emplea un Unico antigeno recombinante o
péptido sintético de T. cruzi para la determinacién de anticuerpos del paciente
y surgio en un esfuerzo por mejorar la especificidad de las técnicas
seroldgicas convencionales en el diagndstico de la enfermedad de Chagas y
con el fin de representar una Unica técnica diagnostica con la suficiente
sensibilidad como para no requerir la utilizacion de segundas técnicas
confirmatorias (Kirchhoff et al., 1987; Affranchino et al., 1989; Goldenberg et
al., 1991; Krieger et al., 1992; Franco da Silveira et al., 2001; Luquetti et al.,
2003; Ponce et al., 2005).

Para resultar Utiles, estos antigenos/péptidos recombinantes deben
cumplir varios requisitos. El primero, deben estar presentes en cepas de T.
cruzi de diferentes areas endémicas y ausentes en otros agentes parasitarios
infecciosos, con el fin de ser especificos. ElI segundo, estos antigenos
recombinantes deben ser altamente inmunogénicos en las diferentes
poblaciones genéticas de T. cruzi, independientemente de la fase clinica de la
enfermedad. Y tercero, deben ser estables y garantizar la reproducibilidad de
los resultados (Zingales et al., 1990; Stolf, 1992).
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Las técnicas serologicas no convencionales utilizan preferentemente el
método ELISA ya que es mas simple, mas facil de realizar y es posible su
automatizacion.

Se ha descrito diferente sensibilidad en el diagndstico de la enfermedad
de Chagas mediante serologia no convencional en funcién del area geogréafica
y el peptido recombinante de T. cruzi utilizado (Umezawa et al., 1999;
Umezawa et al., 2004). Algunos péptidos recombinantes han demostrado una
baja sensibilidad en areas de gran endemia, como determinadas regiones de
Bolivia (Chippaux et al., 2008). De este modo, aunque la mayoria de estas
técnicas no convencionales hayan mostrado resultados aceptables en
laboratorios de investigacion, no han sido comercializadas por razones
técnicas y economicas (Krettli y Brener, 1982; Franco da Silveira et al.,
2001).

I. 5. Tratamiento de la enfermedad de Chagas

Dos farmacos, cuya introduccién en la préactica clinica tuvo lugar hace
méas de 40 afios, son de eleccion en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas: benznidazol (Rochagan®, Radanil®, Roche (1972); N-bencil-2-
nitroimidazol acetamida) y nifurtimox (Lampit®, Bayer (1967); 5-nitrofurano
3-metil-4-(5’-nitrofurfurlideneamina) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido)
(Bern et al., 2007) (figura 1.10).

Figura 1.10. Representamon de la férmula quimica de los compuestos: a)
benznidazol y b) nifurtimox.
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Dado que el benznidazol es compuesto quimico que presenta un perfil
mas seguro en el tratamiento de la enfermedad de Chagas, suele ser el farmaco
de eleccién para la mayoria de los autores (Prata, 2001; Rodriguez y Castro,
2002; OMS 2005; Gascon, 2005; Jannin y Villa, 2007; Bern et al., 2009;
Murcia et al., 2012b).

1.5.1. Benznidazol

1.5.1.1. Mecanismo de accién

El mecanismo de accion del benznidazol estd relacionado con la
formacion de radicales nitrogenados, que en presencia de oxigeno, se
transforman en radicales libres. T. cruzi carece de mecanismos de defensa
frente a estos radicales libres de oxigeno, lo cual, le hace mucho mas
vulnerable a la accion del benznidazol que las células humanas (Maya et al.,
2007). En modelos experimentales murinos, se ha demostrado que el
benznidazol, también actla a través de un incremento de la fagocitosis y la
produccion de citoquinas y Oxido nitrico, favoreciendo la destruccidn
intracelular del parasito (Murta et al., 1999).

El benznidazol se absorbe rapidamente a nivel gastrointestinal. Se
metaboliza principalmente en el higado mediante el complejo enzimatico
citocromo P450 y en menor parte por las enzimas xantina oxido-reductasa y
aldehido oxidasa, y se excreta por via urinaria. Modelos animales han
demostrado que es capaz de atravesar la placenta y tiene efectos teratogénicos,
por lo que el benznidazol no debe administrarse en embarazadas (Castro et al.,
2006).

1.5.1.2. Efectos adversos

El mecanismo de accién del benznidazol implica la sintesis de radicales
libres de oxigeno con actividad tripanocida. Las células humanas poseen
mecanismos de defensa frente a los radicales libres de oxigeno, pero cuando
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éstos estan presentes en elevada concentracion, las células humanas también
son vulnerables a sus efectos toxicos, lo que se traduce en una elevada
frecuencia de efectos adversos en los pacientes tratados.

La tolerancia a benznidazol esta relacionada de forma inversa con la
edad del paciente (Streiger et al., 2004). Los efectos adversos son mas
frecuentes en adultos. Algunos autores sugieren que la menor frecuencia de
efectos adversos al tratamiento en nifios se debe a que presentan menor
actividad enzimatica de nitro-reduccién y generacion de radicales libres
(Cancado et al., 2002).

En los pocos estudios llevados a cabo para evaluar los efectos
secundarios a benznidazol, la incidencia fue del 40,2% (Carrilero et al., 2011),
y 57,1% (Pinazo et al., 2010) en pacientes cronicos, independientemente de la
gravedad. Aunque los efectos adversos al tratamiento son comunes, la
morbilidad es baja y tras su interrupcion, desaparecen (Hasslocher-Moreno et
al., 2012).

La importancia clinica de los efectos adversos al tratamiento con
benznidazol es la aparicion de efectos adversos graves que pongan en peligro
la vida del paciente o requieran su hospitalizacion. Ademas, suponen una de
las principales causas de abandono terapéutico, no completando la duracion
del tratamiento por la aparicion de reacciones adversas indeseables.

Los principales efectos secundarios a benznidazol son cutaneos,
digestivos y neuroldgicos (polineuritis, dolor de cabeza, vértigo e insomnio).
Con menor frecuencia también se ha descrito depresion de médula Osea
(neutropenia, plaguetopenia), artritis migratoria, fiebre y fallo renal (Pinazo et
al., 2010; Carrilero et al., 2011).

La dermatitis por hipersensibilidad es el principal efecto secundario al
tratamiento con benznidazol (Cancado et al., 2002), llegando a alcanzar una
incidencia del 32,4% (Carrilero et al., 2011), este efecto adverso presento. Los
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efectos adversos cutaneos aparecen generalmente 10 dias despues del inicio
del tratamiento y no es posible predecir que individuos se veran afectados. Las
reacciones cutaneas son de intensidad leve en el 90% de los casos (remision
espontanea), moderada en 5-9,5% (remision tras la administracién conjunta de
anti-histaminicos) y severa en menos del 1% de los pacientes tratados con
benznidazol (tratamiento sintomatico requiere la administracion de anti-
histaminicos y corticoides y la suspension de la terapia con benznidazol)
(Viotti et al., 2009).

La intolerancia digestiva (vomitos y dolor abdominal) es el segundo
efecto adverso més frecuente al tratamiento con benznidazol apareciendo
aproximadamente en el 9% de los pacientes tratados (Carrilero et al., 2011).
La incidencia de este efecto adverso aumenta cuando los pacientes no se
adhieren estrictamente a la dieta nutricional recomendada (ausencia de
alimentos grasos y alcohol), desaparece con una dieta adecuada y /o
tratamiento sintomatico y raramente presenta consecuencias graves que
requieran la interrupcion del tratamiento (Viotti et al., 2009).

La polineuritis es un efecto adverso grave relacionado con la dosis total
acumulativa. Su aparicion puede ocurrir cuando ésta excede de 18 gramos
(Cancado et al., 2002). No obstante, puede llegar a afectar al 8% de los
pacientes tratados con benznidazol, incluso cuando no se supere la dosis total
recomendada (Carrilero et al., 2011).

La depresion de meédula 6sea (neutropenia, plaguetopenia) es otro
efecto adverso grave, poco frecuente, que también se relaciona con la dosis
total acumulativa. Entre los pacientes tratados con benznidazol, se ha descrito
una incidencia del 1,1% (Carrilero et al., 2011).

Anorexia, dolor de cabeza, insomnio, mialgia y fatiga son otros efectos
adversos que se han descrito tras tratamiento con benznidazol pero que rara
vez determinan el abandono de la terapia farmacologica. Recientemente, la
artritis migratoria también ha sido descrita como uno de los posibles efectos
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adversos al tratamiento con benznidazol con una incidencia del 0,8%
(Carrilero et al., 2011).

Otra limitacion del tratamiento con benznidazol, es la resistencia que
algunas cepas de T. cruzi presentan frente a este farmaco, lo cual puede
ocurrir incluso en poblaciones parasitarias sin exposicion previa al
benznidazol (OMS, 1991, Villa et al., 2007, Murcia et al., 2012a).

1.5.1.3. Eficacia

La eficacia del benznidazol en la fase aguda de la enfermedad de
Chagas no es discutible, con tasas de curacion del 80% al 100% (Andrade et
al., 1996). Con el fin de disminuir la morbilidad y mortalidad de la
enfermedad de Chagas aguda y prevenir que evolucione a fase cronica, existe
consenso para el tratamiento farmacoldgico de todos lo casos agudos (Gascon,
2005). En la infeccion congénita, la eficacia del tratamiento es mayor cuanto
mas cercano sea el diagndstico y el inicio del tratamiento al momento del
nacimiento (Schijman et al., 2003).

La eficacia del tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica varia en funcion del area geografica,
posiblemente debido a diferencias en la susceptibilidad a los farmacos en
diferentes cepas de T. cruzi (Andrade et al., 1996; Cancado 1999;
Camandaroba et al., 2003). También se ha descrito la influencia de la edad del
paciente en la eficacia del tratamiento con benznidazol en la fase crénica de la
enfermedad. Asi, en estudios previos se observaron tasas de curacién de hasta
el 60% en nifios infectados de Argentina y Brasil (Sosa-Estani et al., 1998;
Andrade et al., 2004).

Por tanto, el tratamiento de la enfermedad de Chagas con benznidazol
esta claramente indicado en infecciones agudas y en la fase crénica temprana
de la enfermedad (nifios de hasta 12 afos de edad) (Streiger et al., 2004).
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En la fase cronica tardia de la enfermedad de Chagas se ha observado
una eficacia limitada del benznidazol, con tasas de curacion del 0 al 20% en
pacientes tratados (Lauria-Pires et al., 2000; Britto et al., 2001; Guedes et al.,
2006). No obstante, algunos estudios han demostrado la capacidad de la
terapia con benznidazol para detener la progresion clinica de la enfermedad de
Chagas en sujetos infectados durante méas de 20 afios (Castro et al., 2006;
Sosa-Estani et al., 2009; Viotti et al., 2006). Ademas, el tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas crénica disminuye los
niveles de anticuerpos circulantes en el seguimiento a largo plazo, lo que se ha
relacionado con un descenso de la carga parasitaria (Viotti et al., 2011). De
este modo, se recomienda el tratamiento de pacientes con infeccion cronica
tardia sin manifestaciones clinicas o con leves sintomas cardiacos o digestivos
con el objetivo de prevenir o reducir la evolucion de la enfermedad de Chagas
hacia afectaciones clinicas mas severas (Marin-Neto et al., 2007; Coura y
Borges-Pereira, 2011).

1.5.2. Nuevos farmacos en el tratamiento de la enfermedad de Chagas

En los Gltimos afios, se estan estudiando nuevas estrategias en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, con el propdsito de desarrollar
nuevos farmacos mas eficaces y de menor toxicidad. Entre ellas cabe destacar:

Los inhibidores de la sintesis de ergosterol son los candidatos mas
prometedores para su introduccién como agentes farmacoldgicos en la
enfermedad de Chagas. Los compuestos de esta familia se clasifican segun su
diana de accion, pudiendo actuar sobre tres enzimas diferentes, C14 lanosterol
desmetilasa (CYP51), escualeno sintasa y lanosterol sintasa. Su mecanismo de
accion consiste en la inhibicion de la sintesis de novo de esteroles, los cuales
son esenciales para la viabilidad del parasito y su proliferacion (Urbina,
2009).

Ketaconazol e itraconazol son inibidores de la C14 lanosterol
desmetilasa. Apt et al (2011) demostraron que el itraconazol, utilizado como
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antifangico durante los udltimos 20 afios, presentd una tasa de curacion
aceptable en pacientes con enfermedad de Chagas cronica. Posaconazol, otro
compuesto de este grupo, ha demostrando la eliminacion de amastigotes
intracelulares en células cardiacas infectadas en modelo murino de
enfermedad de Chagas cronica (Urbina, 2009). Tak-187, UR-9825, y
ravuconazol, otros derivados azdlicos de esta clase, también han mostrado
actividad tripanocida in vivo e in vitro (Urbina y Docampo, 2003).

Los inhibidores de la sintesis de escualeno, E5700 y ER-119884, que se
encuentran en desarrollo debido a su capacidad para disminuir la
concentracion de colesterol y triglicéridos, también han demostrado actividad
in vitro contra T. cruzi (Urbina, 2009).

Entre los inhibidores de la sintesis de lanosterol destaca la amiodarona,
cuyo mecanismo de accion es doble, por una parte presenta actividad
tripanocida y por otra, accién anti-arritmica en pacientes con sintomatologia
cardiaca. La utilizacion combinada de amiodarona y posaconazol posee
efectos sinérgicos que conducen a una reduccion de la carga parasitoldgica de
los pacientes tratados (Urbina, 2009).

Recientemente, se han desarrollado compuestos hibridos con un
mecanismo de accion doble, mediante la introduccion de dos grupos
farmacdforos en la misma molécula (Gerpe et al., 2008). Estas moléculas
combinan la actividad nitro-reductora del benznidazol con la inhibicion de la
sintesis de ergosterol.

Ademaés de los compuestos inhibidores de la sintesis de ergosterol,
existen otras drogas en fase experimental. Entre estas, se encuentra el
compuesto K777, cuya diana de actuacién es la cruzipaina 5 (una proteasa de
cisteina de T. cruzi). En modelos animales de enfermedad de Chagas aguda y
crénica produce la reduccion de la parasitemia y una disminucion del dafio
cardiaco (Barr et al., 2005). Otro candidato es el compuesto de estructura
quimica aril-imidamina DB766 (Batista et al., 2010), que presenta la ventaja
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de ser activo a 4°C, condicion que le permite ser utilizado para el tratamiento
de hemo-derivados sospechosos de estar infectados por T. cruzi. El
tratamiento con alopurinol, compuesto quimico utilizado en pacientes con
hiperuricemia, fue capaz de eliminar la infeccion por T. cruzi en el 44% de los
pacientes tratados, en dosis de 8,5 mg/kg/dia durante 60 dias (Apt et al.,
2011).

También se ha descrito la utilidad de la melatonina en el tratamiento de
la enfermedad de Chagas. Cardinali y Alvarez (2011), demostraron que la
administracion de altas dosis de melatonina durante la fase aguda de la
enfermedad redujo la carga parasitaria circulante, mientras que su
administracion en la fase cronica determinaba una reduccién del dafio
cardiaco y digestivo. Otros farmacos del grupo de los derivados de amiditas y
naftoquinonas también han sido ampliamente investigados (Werner y
Zulantay, 2011; Castro et al., 2011; Long et al., 2012) con el fin de encontrar
una alternativa frente al benznidazol y nifurtimox. Recientemente, se ha
demostrado en modelo murino que la curcumina, colorante natural
procedente de la curcuma, disminuyd la parasitemia circulante y el
parasitismo cardiaco en ratones infectados por T. cruzi (Nagajyothi et al.,
2012b).

El tratamiento con méas de un agente terapéutico ha demostrado su
eficacia en enfermedades infecciosas tales como la malaria, el SIDA, la
tuberculosis y la lepra. La eficacia aumentada de los tratamientos combinados
debido a efectos sinérgicos ayuda a reducir la dosis de cada uno de los
farmacos, lo que disminuye la aparicion de efectos adversos. Asi, tratamientos
combinados tales como, nifurtimox mas benznidazol, nifurtimox o
benznidazol més alopurinol y nifurtimox o benznidazol més ketoconazol,
fluconazol o itraconazol han mostrado resultados prometedores en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas (Araujo et al., 2000; Rodrigues,
2009).
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1.5.3. Estrategias para monitorizar la respuesta terapéutica en
pacientes tratados con benznidazol

Una de las mayores limitaciones en la terapéutica de la enfermedad de
Chagas es la ausencia de técnicas o marcadores para evaluar la eficacia de la
guimioterapia en los pacientes tratados (Mufoz-Davila et al., 2011). En la fase
crénica de la enfermedad, la desaparicion de anticuerpos anti-T. cruzi es el
criterio de curacion (Cancado 1963; Rassi y Luquetti, 1992; Andrade et al.,
1996; Cancado, 1997; Sosa Estani et al., 1998). La monitorizacion de la
respuesta al tratamiento durante la fase cronica de la enfermedad de Chagas
constituye un desafio importante, debido a la persistencia de anticuerpos
especificos durante muchos afios después del tratamiento (Andrade et al.,
2004).

1.5.4.1. Fase aguda

En los pacientes tratados durante la fase aguda se produce una
seroconversién completa y persistentemente negativa tras un periodo que
oscila desde unos pocos meses hasta dos afios despues del tratamiento
empleando técnicas seroldgicas convencionales (OMS, 2002; Altcheh et al.,
2005; Moya et al., 2005; Suarez et al., 2005; Gomes et al., 2009). De este
modo, es necesaria la investigacion de nuevas técnicas y/o marcadores que
permitan demostrar la eficacia del tratamiento en pacientes en fase aguda de la
enfermedad en un periodo inferior de tiempo asi como la deteccién de fallos
terapéuticos de forma precoz (Vercosa et al., 2007; Lorena et al., 2008).

La PCR ha demostrado una elevada sensibilidad para la monitorizacion
terapéutica en pacientes agudos permitiendo la detecciébn de fallos
terapéuticos a corto plazo (Galvao et al., 2003; Schijman et al., 2003), bien
por infeccion por una cepa resistente o por administracion incorrecta del
tratamiento. El fallo terapéutico también se puede considerar cuando no se
produce una disminucion y/o negativizacion de los niveles de anticuerpos
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anti-T. cruzi en los dos primeros afos post-tratamiento (Schijman et al.,
2003).

1.5.4.2. Fase croénica

A diferencia de la enfermedad de Chagas aguda, durante la fase crénica
de la enfermedad, la seroconversion tiene lugar después de muchos afios post-
tratamiento, siendo necesarios largos periodos de seguimiento para demostrar
qgue la enfermedad se ha curado (Cancado, 1999). De este modo, resulta
fundamental la busqueda e identificacién de nuevas técnicas y/o marcadores
moleculares que permitan predecir la eficacia a corto plazo del tratamiento en
pacientes con enfermedad de Chagas cronica (Mufioz-Davila et al., 2011).

En un intento por conseguir técnicas Utiles en la monitorizacion de la
eficacia terapéutica en pacientes cronicos, varios autores han utilizado la PCR
demostrando que es una herramienta eficaz para la deteccion temprana de
fallos terapéuticos. (Britto et al., 1995, 2001; Russomando et al., 1998; Braga
et al., 2000; Lauria-Pires et al., 2000; Solari et al., 2001; Galvéo et al., 2003;
Schijman et al., 2003; Zulantay et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Murcia et
al., 2010).

La elevada sensibilidad de la PCR, comparada con los métodos
parasitolégicos directos tradicionales (microscopia, hemocultivo y
xenodiagnostico), hacen de esta técnica una herramienta Util para evaluar la
eficacia de la quimioterapia chagasica. De acuerdo con Murcia et al (2010),
no existe garantia de que un resultado negativo de PCR signifique la cura
parasitoldgica, ya que es bien conocida la existencia de picos de parasitemia a
lo largo de la fase cronica de la enfermedad de Chagas. Asi, la utilidad de las
técnicas parasitologicas directas en la monitorizacion del tratamiento de
pacientes cronicos, se basa unicamente en la obtencion de resultados positivos
indicativos de fracaso terapéutico, ya que un resultado negativo solo es
indicativo de parasitemia indetectable. De este modo, la PCR puede ser
utilizada como una herramienta para la deteccion temprana de resistencias a la
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quimioterapia especifica afios antes de que los resultados serolégicos permitan
conocer si la seroconversion completa ha tenido lugar (Russomando et al.,
1998).

Un inconveniente de la PCR como herramienta de monitorizacion es
gue no existe un protocolo estandarizado que permita realizar comparaciones
entre los diferentes laboratorios, ya que los tiempos de monitorizacidn post-
tratamiento y el area geografica estudiada varian de unos estudios a otros
(Britto et al., 1995, 2001; Russomando et al., 1998; Braga et al., 2000; Lauria-
Pires et al., 2000; Solari et al., 2001; Galvao et al., 2003; Schijman et al.,
2003; Zulantay et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Murcia et al., 2010). La
edicion de una guia (OMS, 2009) representa el primer paso para la obtencion
de resultados comparables. Sin embargo, es pronto para que la industria
comercialice kits para la realizacion de PCR de Chagas en muestras clinicas.
Mientras tanto, un resultado positivo de PCR en pacientes tratados debe ser
valorado con precaucion, ya gque se han observado resultados falsos positivos
(Gomes et al., 2009).

En cuanto a la monitorizacion de la respuesta al tratamiento en
pacientes cronicos mediante la determinacion de niveles de anticuerpos, la
serologia convencional es de escasa utilidad ya que los anticuerpos frente a T.
cruzi permanecen detectables durante un largo periodo de tiempo (Cancado,
2002) y una seroconversion significativa sélo acontece entre 10-20 afios post-
tratamiento (Pinazo et al., 2010; Britto et al.,, 2001). De este modo, las
técnicas serologicas convencionales no son Utiles para la monitorizacion a
corto y medio plazo post-tratamiento en la fase cronica de la enfermedad pues
no permiten la deteccion temprana de fracasos terapéuticos (Solari et al.,
2000; Sanchez Negrete et al., 2008; Cooley et al., 2008).

En cuanto a la serologia no convencional, son escasos los estudios que
evalGan péptidos recombinantes como marcadores de eficacia de la respuesta
al tratamiento de pacientes en fase crénica. Sanchez-Negrette et al (2008)
realizaron un estudio con diferentes antigenos recombinantes (antigeno 1, 2,
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13, 30 y 36) demostrando una conversion a niveles de anticuerpos
indetectables en el 77,7% de los pacientes tratados entre 6 y 30 meses después
del tratamiento. En el estudio publicado por Wendling et al (2011) concluyen
que entre un 4-13% de los pacientes con enfermedad de Chagas cronica
evaluados a los 5 afos post-tratamiento con benznidazol presentaron un
descenso en la reactividad frente a los péptidos recombinantes estudiados.
Finalmente, Fernandez-Villegas et al (2011) establecen la utilidad de tres
péptidos recombinantes de T. cruzi (KMP11, HSP70 y PFR2) para la
monitorizacion a corto plazo de la respuesta al tratamiento con benznidazol en
pacientes en fase crénica de la enfermedad de Chagas, observando una
disminuciéon significativa en la reactividad frente a estos antigenos
recombinantes en funcion de la forma clinica de la enfermedad.

Los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2
demostraron ser antigenos inmuno-dominantes especificos en pacientes con
enfermedad de Chagas (Fernandez-Villegas et al., 2011). KMP11
(Kinetoplastid membrane protein-11) fue descrita por primera vez en
Leishmania donovani (Jardim et al., 1995a, b) asociada al lipofosfoglicano
(LPG). La técnica Western Blot demostro la presencia de esta proteina de 11
KD en extractos totales de diferentes formas del ciclo de vida de numerosas
especies del género Leishmania y en otros Trypanosomatidae tales como T.
brucei (Tolson et al., 1994), Crithidia fasciculata (Stebeck et al., 1995) o T.
cruzi (Thomas et al., 2000). HSP70 (Heat Shock Protein 70) es una proteina
de choque térmico perteneciente a un grupo de proteinas conservadas desde el
punto de vista evolutivo que han sido descritas como antigenos
inmunodominantes en numerosas enfermedades infecciosas causadas por
bacterias, protozoos, hongos y nematodos (Zugel y Kaufmann, 1999). PFR2
es un potente inmundgeno capaz de inducir una respuesta protectora Thl
contra la infeccion por T. cruzi (Miller et al., 1996).

En la actualidad, son necesarios un mayor nimero de estudios para
evaluar la utilidad de los péptidos recombinantes en la monitorizacion de la
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respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de
Chagas cronica.

1.6. Prevencion de la enfermedad de Chagas

En los ultimos 30 afios se han realizado grandes avances en la
prevencién de la enfermedad de Chagas. Dado que, actualmente, no existe
vacuna contra la enfermedad, la prevencion se ha centrado principalmente en
la lucha contra el vector y en frenar transmision por vias no vectoriales. Asi,
se ha observado un importante descenso en el numero de casos en areas
endémicas tras la instauracién de programas de cribado de la enfermedad de
Chagas en centros de hemo-donacién y tras la aplicacidn de insecticidas con
efecto residual en casas infestadas.

Sin embargo, esta enfermedad tropical esta lejos de ser erradicada. La
amenaza de transmision vectorial activa en varios paises de América Latina, la
posibilidad de reactivacion de la transmision vectorial en areas en las que se
considera erradicada, la aparicion de la enfermedad de Chagas en areas
previamente consideradas libres de la enfermedad, la transmision via
congénita o por transplante de 6rganos y transfusion de hemo-derivados en
areas no endémicas y endémicas y la aparicion de brotes epidémicos por
transmision oral suponen un desafio futuro en la lucha contra esta enfermedad.

Ademaés, es urgente la bdsqueda y comercializacion de nuevos
farmacos con un menor nimero de efectos secundarios y mayor actividad
tripanocida. Sin embargo, la eliminacion de T. cruzi o al menos, la reduccion
de la carga parasitaria en individuos infectados es posible con los tratamientos
disponibles en la actualidad (benznidazol y nifurtimox), de este modo, el
tratamiento de pacientes con infeccidn cronica por T. cruzi constituye una
oportunidad Unica para detener o ralentizar la progresion de la enfermedad. El
suministro problematico de los farmacos nitroimidazolicos en determinadas
areas de América Latina asi como la ausencia de formulaciones pediatricas
suponen una barrera adicional en la lucha contra esta enfermedad.
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La implementacion de programas de diagndstico y tratamiento de la
infeccion congénita por T. cruzi en Argentina, Chile, Paraguay, Bolivia y
Uruguay ha sido fundamental para mejorar el pronostico y evitar
complicaciones posteriores por esta enfermedad en areas de alta endemia
(Oliveira et al., 2010). En areas endémicas, mejorar las condiciones higiénico-
sanitarias en las comunidades rurales, la lucha contra el vector y la formacion
de especialistas en el diagnostico y tratamiento de casos agudos y cronicos de
la enfermedad de Chagas es fundamental (Coura y Junqueira, 2012). En areas
no-endémicas pero que reciben un elevado namero de inmigrantes de paises
de América Latina, detectar la infeccion por T. cruzi en donantes de sangre y
organos asi como en mujeres embarazadas, deberia ser obligatorio para el
diagnostico precoz de la enfermedad de Chagas post-transfusional, post-
trasplante y congénita, respectivamente.

Ya que las madres seropositivas se encuentran frecuentemente en la
fase cronica de la enfermedad y no muestran sintomas ni cardiacos ni
digestivos durante el seguimiento del embarazo, los antecedentes
epidemioldgicos y la instauracion de programas de screening son claves para
evitar la transmisién congénita de esta enfermedad, la cual en paises no
endémicos en los que la donacién de sangre y Organos posee protocolos
estrictos para evitar la transmision, la via vertical es la Unica ruta que puede
perpetuar la enfermedad.
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I1. Objetivos

En la enfermedad de Chagas, la evaluacion de la respuesta terapéutica
al tratamiento con benznidazol es compleja, especialmente en pacientes en
fase cronica de la enfermedad. Ya que, durante esta fase, los niveles de
anticuerpos se mantienen persistentemente elevados durante muchos afos.
Esto condiciona un largo periodo de seguimiento para demostrar que el
tratamiento ha sido efectivo y la enfermedad se ha resuelto. En casos agudos
de enfermedad de Chagas por transmisién congénita, la cura de la enfermedad
se garantiza por una seroconversion completa y persistentemente negativa tras
un periodo de aproximadamente dos afios de seguimiento. De este modo,
resulta fundamental la busqueda e identificacion de nuevas técnicas, asi como
de marcadores moleculares que permitan predecir la eficacia a corto plazo del
tratamiento, y la deteccion precoz de fallos terapéuticos.

En el ser humano, estd demostrado el incremento de las
concentraciones de oxido nitrico tras la infeccion por T. cruzi. EI mecanismo
de accion del benznidazol es complejo, pero estd demostrado que incrementa
los niveles de oxido nitrico, lo que se relaciona con la destruccion del parasito.
A una elevada concentracion, el éxido nitrico resulta también toxico para las
celulas del ser humano. Es conocida la elevada incidencia de efectos adversos
al tratamiento con benznidazol. Sin embargo, hasta la fecha, ningin autor se
ha planteado si la aparicion de efectos adversos al tratamiento con
benznidazol puede estar relacionada con un incremento en la concentracion de
oxido nitrico.

El objetivo principal de esta tesis fue, por tanto, la evaluacion de la
PCR, de la serologia convencional y de la serologia no convencional
utilizando los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2
como técnicas de monitorizacion de la respuesta terapeutica al benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas atendidos en la Unidad Regional de
Medicina Tropical de Murcia. Asimismo, el estudio del papel del éxido nitrico
en la aparicion de efectos secundarios tras el tratamiento con benznidazol
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también fue objetivo de la presente Tesis Doctoral. Estos objetivos globales se

concretan en los siguientes objetivos parciales:

1)

2)

3)

4)

5)

Evaluar la utilidad de la PCR en la monitorizacion prospectiva de la
respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes chagasicos
agudos y cronicos.

Determinar los niveles de parasitemia mediante PCR durante el
tratamiento con benznidazol en pacientes chagasicos cronicos.

Analizar las técnicas convencionales que utilizan extracto antigénico
completo para el seguimiento de la respuesta al tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas aguda y cronica.

Estudiar los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 vy
PFR2 como marcadores de respuesta inmunoldgica de pacientes
chagasicos cronicos antes y después del tratamiento con benznidazol.

Determinar las concentraciones de 6xido nitrico en sueros de pacientes
con enfermedad de Chagas cronica con efectos adversos al tratamiento
con benznidazol antes y después del tratamiento.
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I1l. Materiales y métodos

I11.1. Estirpes, medios y condiciones de crecimiento

La estirpe de Escherichia coli utilizada en este trabajo fue la M15. Esta
estirpe deriva de E. coli K12 y contiene el plasmido REP4 [pREP4], el cual
confiere resistencia a kanamicina y expresa constitutivamente el represor lacl
(Qiagen). Esta estirpe permite la expresion de altos niveles de proteina y es
inducible por IPTG.

E. coli se cultivé a 37°C con agitacion en medio nutritivo Luria (LB)
(Miller, 1972). Antes de esterilizar el medio en autoclave, el pH fue ajustado a
7,2-7,4,

I11.2. Tampones y reactivos

a) Para la manipulacion de ADN

TBE
- Tris 445 mM
- Acido acético 44,5 mM
-EDTA 1 mM

b) Para la manipulacién de proteinas

Tampon PBS
- NacCl 140 mM
- KCI 3,3mM
- Na,HPO, 10 mM
- KH,PO, 1,8 mM

Tampon PBST
- Se obtiene adicionando 0,05% de Tween-20 al tampdon PBS

Medio TB
- PIPES 10 mM
- Cl,Ca 15 mM
- CINa 250 mM

- Ajustar a pH 6,7 con 150-200 ul de KOH 10M.
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Tampon de sonicacion/solubilizacion de KMP11y HSP70

- NaCl 0,3M
- PMSF 1 mM
- Na,HPO4 50 mM

- H,0O hasta completar, ajustar el ph = 8.
Tampon de sonicacion/solubilizacién de PFR2

- Tris 50mM

- CINa 150mM
- BME 10 mM
- Cl,Ca 2 mM

- H,0O hasta completar, ajustar el ph = 8.
Tampon de lavado de KMP11

- NaCl 0,3M
- PMSF 1 mM
- Na;HPO4 50 mM

- H,0O hasta completar, ajustar el ph = 8.
Tampon de lavado de HSP70

- NaCl 0,3M

- MgCl, 5mM

- PMSF 1 mM

. BME 10 mM
- Glicerol 10%

- NapHPO, 50 mM

- H,O hasta completar
Tampon de lavado de PFR2

- Tris 50mM
- BME 10 mM
-EDTA 2 mM

- H,0O hasta completar, ajustar el ph = 8.
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c) Geles de acrilamida
1) Gel separador (10%, 20%)

* Tris-CIH (pH 8,85) 0,75 M

* SDS 0,1%

* Acrilamida/bisacrilamida (37,5:1) 10%, 20%
* APS 0,15%

s TEMED 0,001%

if) Gel concentrador

* Tris-CIH (pH 6,8) 0,125 M
* SDS 0,1%
 Acrilamida/bisacrilamida (37,5:1) 4%

* APS 0,15%

e TEMED 0,002 %

d) Tampon de electroforesis de proteinas 10x
- Tris-base 30,3 g/l, glicina 144,2 g/l, SDS 10g/I.

e) Tampdn Laemmli 2x
- Tris-HCI 50mM pH=6,8, DTT 100mM, SDS 2%, azul de
bromofenol 0,1%, glicerol 10%.

111.3. Obtencion de células de Escherichia coli competentes

Para introducir ADN desnudo en E. coli es preciso que las células se
encuentren en un estado especial denominado de competencia. La obtencion
de células competentes de la estirpe M15 se realizo por el procedimiento del
cloruro magnésico (Sambrook y Russell, 2001). A partir de un cultivo crecido
durante toda la noche, se realizo una dilucion 1:50 en medio LB. Las células
se crecieron hasta una densidad oOptica de 0,2-0,4 a 600 nm, y se precipitaron
por centrifugacion a 1500 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. A continuacion, se
resuspendieron las células con la mitad del volumen de partida de una
solucion fria de 0,1 M de MgCl, y de nuevo, se centrifugaron las bacterias a
1500 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Por ultimo, las células fueron
resuspendidas en 1/20 del volumen original en una solucion 0,1 M de CaCl, y
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se enfriaron en hielo. Transcurridos al menos 30 minutos, se afiadio glicerol al
30% vy se almacenaron las células a -80°C.

I11.4. Transformacion de Escherichia coli

El protocolo de transformacion de la estirpe E. coli M15 se realizo
segun el método descrito por Sambrook y Russell (2001).

111.5. Manipulacion del ADN

I11.5.1. Aislamiento del ADN en sangre total periférica

Se tomaron 10 ml de sangre de todos los pacientes a estudio. Este
volumen de sangre fue inmediatamente mezclado con el mismo volumen de
una solucién de hidrocloruro de guanidina 6 M (preservante y desnaturalizante
de enzimas) y EDTA 0,2 M (anticoagulante) a pH 8 (Britto et al., 1993). La
muestra se sumergio en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos para
favorecer la ruptura de la red de minicirculos (Britto et al., 1993), y se
conservo a 4°C hasta la extraccion de ADN del parasito.

Para la extraccién de ADN del parasito se utilizd el kit Maxwell 16
Blood DNA Purification (Promega Biotech Iberica) basado en la extraccién de
acidos nucleicos mediante la utilizacion de particulas magnéticas. Se partié de
un volumen de 400 uL de la muestra, previamente procesada como se ha
descrito anteriormente. La elucion se realizé en un volumen final de 200 pL,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La extraccion de ADN se realiz
por duplicado en cada muestra.

El ADN extraido se cuantificé utilizando un espectofotometro
UV/visible de mono haz (eppendorf BioPhotometer plus) en ng/ul,
comprobandose siempre la calidad del ADN extraido a través de valores de
absorbancia 260/280 superiores a la unidad.
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111.5.2. Amplificacion de ADN por PCR

Para la deteccidon del ADN del kinetoplasto de T. cruzi se utilizaron los
oligonucledtidos 121 (5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3) y
122 (5-GTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3'), que amplifican Ia
region de 330 pares de bases (pb) del ADN del minicirculo del kinetoplasto.
La PCR se llevé a cabo mediante el procedimiento descrito por Murcia et al
(2010).

La reaccion de amplificacion de ADN se llevo a cabo en un volumen
final de 75 pL que contenia una concentracion 10 mM de mezcla de dANTP
(Applied Biosystems), 200 ng de cada oligonucleétido 121 y 122 (Sigma-
Aldrich), 2,5 unidades del enzima GoTag® Hot Start Polymerase (Promega),
15 uL del 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega), 2,5 mM de cloruro de
magnesio (MgCl,) (Promega) y 10 uL de ADN extraido de cada muestra a
estudio (aproximadamente, 200 ng).

El programa de amplificacion en el termociclador (2720 Thermal
Cycler, Applied Biosystems) incluia un paso inicial de desnaturalizacion
durante 5 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturalizacion (94°C durante 1
minuto), alineamiento (64°C durante 1 minuto) y polimerizacion (72°C
durante 1 minuto). Tras el altimo ciclo, se dejaron las muestras en condiciones
de polimerizacion durante 10 minutos.

Como control interno de amplificacidon, para garantizar la correcta
extraccion de ADN con el kit comercial, se utiliz6 un protocolo de PCR
similar cuya diana fue ADN ribosémico. Para ello, se utilizd la pareja de
cebadores REV (5-GACGGTATCTGATCGTCTTC-3) y HUF (5'-
GGACCGCCTGGATACCGC-3)).

Ademas, se incluyeron controles negativos del proceso de extraccion de
ADN vy de amplificacion en ambas reacciones de PCR. Ademaés, en cada
reaccion de PCR con los oligonucledtidos 121 y 122, se incluyeron dos
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controles positivos, uno de extraccion a partir de muestra previa positiva
(control positivo 1) y otro de PCR a partir de ADN purificado del parasito
(control positivo 2).

111.5.3. Técnicas electroforéticas

Para la deteccion de los fragmentos de ADN amplificados, el ADN se
sometio a electroforesis en geles horizontales de agarosa (Pronadisa). Se
utilizé tampdn TBE y la concentracion de agarosa fue del 2%.

Para la visualizacion del producto amplificado se utilizd el reactivo
SYBR® Safe DNA Gel Stain (life technologies) diluido 10.000x en la mezcla
de agarosa. El tamafio de los fragmentos se calcul6 usando como referencia el
marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen). Los geles fueron visualizados en
un transiluminador UV (U:GENIUS, Syngene).

Los procesos de extraccion de ADN, amplificacion mediante PCR y
electroforesis en gel se realizaron en areas de trabajo independientes con el fin
de evitar la contaminacion.

I11.6. Manipulacion de proteinas

111.6.1. Expresion de proteinas

Las proteinas recombinantes de T. cruzi, KMP11 (Kinetoplastid
membrane protein-11), HSP70 (Heat shock protein-70) y PFR2 (Paraflagellar
rod protein-2), fueron expresadas y purificadas siguiendo el protocolo descrito
previamente por Thomas et al (2000), Marafion et al (2000), y Morell et al
(2006), respectivamente.

Las secuencias codificantes de los genes de KMP11, HSP70 y PFR2
fueron amplificadas mediante PCR empleando como molde ADN gendmico
de la cepa Y de T. cruzi utilizando oligonucleétidos que se correspondian con
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los extremos 5° y 3’ de los mencionados genes. Los fragmentos de ADN
fueron clonados en el vector pPGEM®-T Easy (Promega) (figura I11.1).
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Figura I11.1. Puntos de referencia de la secuencia del vector pGEM®-T Easy
(Promega).

Las proteinas recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 se
expresaron en la cepa E. coli M15 transformada con el plasmido pGEM®-T
Easy (Promega) mediante inoculo en 10 ml de medio LB con ampicilina
durante 1 a 3 horas a 37°C. Para inducir la expresion de las proteinas se afiadid
IPTG al medio hasta una concentracion final de 1mM. Tras un periodo de
incubacién de entre 30 y 90 minutos, las células se recogieron por
centrifugacion y se realizd la extraccion de proteinas. Las celulas se
solubilizaron en buffer fosfato 50 mM-NaCl 300 mM a pH 8 vy, tras
sonicacion, se recogio la fraccién soluble.

111.6.2. Purificacion de proteinas

La purificacion de las proteinas de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 se
realiz6 mediante la utilizacion de la resina Nio.-NTA (Quiagen), siguiendo
bésicamente las instrucciones del suministrador. Brevemente, a los extractos
solubles se les afiadi6 PMSF 1mM y se incubaron con 1 ml de resina. La
incubacién se llevo a cabo durante 1 a 4 horas a 4°C con agitacion suave. La
mezcla de unién se centrifugd 2 minutos a 1500 r.p.m., y la resina se sometio
a tres lavados con tampon de lavado (materiales y métodos, apartado 111.2) a
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pH 8, 7,5 y 6 respectivamente, para eliminar las uniones inespecificas,
incubando a 4°C con agitacion suave.

Finalmente, la proteinas se eluyeron afiadiendo a la resina 100 pl de
tampon de elucion (10% glicerol, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,1 mM ZnCl,,
0,1 mM EDTA, 2 mM DTT, 10 mM HEPES, 10 mM glutation reducido, pH
9) incubando durante 10 minutos a 4°C con agitacion suave. El sobrenadante
se recuperd tras centrifugar 1 minuto a 5000 r.p.m, y se cuantifico la cantidad
de proteina purificada en un gel de poliacrilamida con tincién de Comassie.
La proteina purificada se conservé en glicerol a -70°C.

111.6.3. Electroforesis de proteinas

La separacion en funcién del tamafio de las proteinas presentes en los
extractos crudos de E. coli M15 se realiz6 mediante electroforesis en geles
verticales de poliacrilamida (GibcoBRL) utilizando el equipo Mini-
PROTEAN 3 (Bio-Rad) para geles de 0,75 mm de grosor. En todos los casos
se realizaron geles de poliacrilamida en Tris-Glicina-SDS siguiendo el método
de Laemmli (1970), utilizando un gel concentrador al 4% y un gel separador
al 10% (HSP70 y PFR2) o al 20% (KMP11l) de poliacrilamida, cuyas
composiciones se pueden consultar en el apartado I11.2.

Las muestras se prepararon afiadiendo 1 volumen de tampon de
Laemmli 2x (materiales y métodos, apartado Ill.2.e). Tras 5 minutos de
incubacién a 90°C, las muestras se cargaron en el gel y se sometieron a
electroforesis durante 90 minutos a 100 V en el tampon de electroforesis 10x
(materiales y métodos, apartado 111.2.d). Se utilizaron los marcadores de
tamafio molecular Prestained SDS-PAGE Standars (Bio-rad) (KMP11) y
Precison Plus Protein (Bio-rad) (HSP70 y PFR2). Los geles se tifieron
directamente con una solucion de azul de Comassie, segun el método
Fairbanks et al (1971) de tincion répida.
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I11.7. Técnicas serologicas

111.7.1. Convencionales

El diagnostico de enfermedad de Chagas se establecié en base a los
criterios de la OMS. Para ello, se utilizaron dos técnicas serolégicas que
emplean diferentes antigenos-IFI (Inmunofluor Chagas, Biocientifica,
Argentina) y ELISA (Bioelisa Chagas, Biokit, Espafia)- siguiendo las
instrucciones del fabricante. Aquellos pacientes con resultado positivo para
ambas técnicas se consideraron infectados por T. cruzi.

Estas técnicas serologicas convencionales utilizan como antigeno bien
el parasito completo, como es el caso de la inmunofluorescencia indirecta
(IFI), que utiliza epimastigotes de T. cruzi, obtenidos de cultivo y fijados en
portaobjetos, sobre los que se realiza la reaccion antigeno-anticuerpo. O bien,
extractos solubles de T. cruzi, como en los ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA).

Para la realizacion de las técnicas seroldgicas comerciales, se extrajo un
volumen de 5-10 ml de sangre por paciente en tubo sin anticoagulante. La
sangre se centrifugd durante 15 minutos a 2500 r.p.m. para extraer el suero y
se guardo a 4°C hasta la realizacion de las pruebas seroldgicas en un tiempo
siempre inferior a una semana.

1.7.2.1. IFI

Se utilizé el ensayo comercial de Inmunofluor CHAGAS Kit
(Biocientifica S.A.) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion,
se describe brevemente el procedimiento.

Aproximadamente 30 minutos antes de iniciar la determinacion, se
atemperaron los componentes del kit. Se preparé el buffer fosfato salino (BFS)
y las diluciones de los sueros en BFS (1/80 y 1/160). Las areas reactivas del
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portaobjetos se cubrieron con las muestras diluidas y los controles vy, a
continuacién, los portaobjetos se incubaron durante 30 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente. Tras realizar un lavado rapido con BFS, se
llevaron a cabo dos lavados sucesivos de 5 minutos cada uno colocando los
portaobjetos en el vaso de Coplin que contenia BFS, agitando suavemente.
Los portaobjetos se secaron sacudiendo el exceso de BFS sobre papel
absorbente manteniendo humedas las areas reactivas, sobre las que se afiadio
la antiglobulina, incubandose durante 30 minutos en camara humeda a
temperatura ambiente. A, continuacion, los portaobjetos se lavaron con BFS
como se ha descrito anteriormente y, posteriormente, las areas reactivas se
cubrieron con azul de Evans 0,1%, incubandose durante 4 minutos en camara
himeda a temperatura ambiente. El exceso de colorante se lavo con cuidado
con BFS, colocandose rapidamente el medio de montaje y el cubreobjeto,
evitando la formacién de burbujas. Las preparaciones se observaron
inmediatamente en el microscopio de fluorescencia (Olympus U-RFLT50).
Los controles positivos y negativos suministrados en el kit se incluyeron en el
ensayo. Para la validacion de cada ensayo se comprobd que los resultados de
los controles fuesen correctos. Titulos de IFI > 1/80 se consideraron positivos.

111.7.1.2. ELISA

Se utilizo el kit comercial T. cruzi ELISA test system (Ortho Clinical
Diagnostic, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion,
se describe brevemente el procedimiento.

Aproximadamente 30 minutos antes de iniciar la determinacion, se
atemperaron los componentes del kit. Los reactivos se invirtieron suavemente
varias veces evitando la formacion de burbujas. Ademas de las muestras, en
cada microplaca se incluyo un pocillo en blanco, dos controles negativos y
tres calibradores positivos. En primer lugar, se afiadieron 200 uL de diluyente
de la muestra (solucion salina en tampon fosfato con proteinas bovinas) a
todos los pocillos, incluido el pocillo en blanco. A continuacion, se afiadieron
20 pL del calibrador, los controles o las muestras a los pocillos
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correspondientes, incubandose durante 60 minutos a 37°C. Tras este tiempo,
los pocillos se lavaron cinco veces con BFS y se afadieron 200 uL de
conjugado (anti-lgG humana conjugada con peroxidada) a todos los pocillos,
excepto al pocillo en blanco, incubandose durante 60 minutos a 37°C.
Posteriormente, 200 pL de tampon sustrato (tampon citrato-fosfato con
peroxido de hidrégeno) se afadieron a todos los pocillos, incubandose a
temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, se afiadieron 50 pL de
acido sulfurico (H,SO,4) 4 N a todos los pocillos. La absorbancia fue medida a
una longitud de onda de 490 nm. EIl procedimiento descrito fue realizado en
sistema automatizado Tecan (Inverness Medical lberica, S.A., Madrid)
empleando el software Genesis (Innolisa version 1.6.) para el célculo e
interpretacion de los resultados. Se aplicaron los procedimientos de control de
calidad para la aceptacion de resultados. Indices de ELISA > 1 se
consideraron positivos.

111.7.1.3. IFI titulacion

Se utiliz6 el ensayo comercial Inmunofluor CHAGAS Kit
(Biocientifica S.A.) siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.7.1.1.
Para determinar el titulo de anticuerpos presente en suero se realizaron 7
diluciones seriadas. Estas fueron: 1/80, 1/160, 1/320, 1/640, 1/1280, 1/2560 y
1/5120.

111.7.2. Técnicas no convencionales

Para la realizacion de la técnica, se utilizd una alicuota de 500 ul de
suero que se habia mantenido congelada a -80°C desde el momento de su
extraccion en ausencia de manipulacion previa. La técnica de ELISA se
realizo siguiendo el protocolo previamente descrito por Thomas et al (2000).

Los pocillos de placas de ELISA (Nunc, Roskilde, Denmark) se
recubrieron con 0,5 ug de las proteinas recombinantes de T. cruzi KMP11,
HSP70 y PFR2 y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion. A continuacion,
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se realizaron dos lavados con 200 uL. de PBST (composicion descrita en el
apartado 111.2) y se incubd durante dos horas con solucién de bloqueo (5%
leche descremada en polvo disuelta en PBS). Posteriormente, se incubd con
suero del paciente a la dilucion 1/1600 (PFR2) y 1/3200 (KMP11 y HSP70)
durante dos horas a 37°C. Como anticuerpo secundario, se utilizd anti-1gG
humana conjugada con peroxidada (Biosource, New York, USA) dilucion
1:2000, incubandose a 37°C durante 1 hora. Tras lavado con PBST, la
reaccion de revelado se llevo a cabo durante 5 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente utilizando como sustrato ortofenilendiamina. La
reaccion se detuvo mediante adicion de acido sulfarico 2N y la absorbancia se
cuantifico a 492 nm en espectofotometro Asys Jupiter (Hitech GMBH,
Austria). Cada muestra de suero se ensayo por triplicado. Se incluyeron sueros
control positivo y negativo en todas las determinaciones.

111.8. Determinacién de niveles de 6xido nitrico en suero

Se empled el ensayo comercial Nitrate/Nitrite Fluorometric Assay Kit
(Cayman Chemical Company). Este ensayo se fundamenta en la
determinacion de los niveles de nitratos y nitritos, productos finales in vivo del
metabolismo del oxido nitrico. Para ello, esta técnica requiere dos etapas. En
la primera, los nitratos son transformados en nitritos mediante la accion del
enzima nitrato reductasa. En la segunda etapa, los nitritos reaccionan con 2,3-
diaminonaftaleno para sintetizar 1-naftotriazol, el cual en presencia de NaOH
reacciona para dar un producto fluorescente. La cuantificacion de la
fluorescencia nos da la concentracion de nitratos y por lo tanto la de d6xido
nitrico en muestra bioldgica (figura 111.2).
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Figura I11.2. Principio de la reaccion quimica que permite la determinacién de la
concentracion de nitratos presente en muestra bioldgica.

La técnica se realiz6 siguiendo las instrucciones del suministrador.
Brevemente se describe el procedimiento. Tras la preparacion de los reactivos,
se procedio a preparar la recta patron constituida por 8 puntos en los que la
concentracion de nitratos fue de 0, 0,156, 0,313, 0,625, 1,25, 2,5, 5y 10 uM
respectivamente. La determinacion de las diferentes concentraciones de la
recta patrén y de cada suero problema se realizé por duplicado. Se afiadieron
por pocillo 20 ul de suero, 60 ul de buffer de ensayo, 10 ul del reactivo con
los cofactores enzimaticos, 10 ul del reactivo con el enzima nitrato reductasa
y se incubd la placa durante 120 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,
se afadieron 10 ul del reactivo 2,3-diaminonaftaleno y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Para terminar, se afadieron 20 ul
de NaOH y se cuantificd la fluorescencia en fluorimetro a 365-430 nm.

El analisis de los resultados se realizo mediante el calculo de la media
para las dos determinaciones de fluorescencia de cada punto de la recta
patron/suero problema. Se calculd la ecuacion de la recta patron y se emple6
la siguiente formula para la determinacion de la concentracion de nitratos +
nitritos presente en la muestra:
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[Nitrato + Nitrito] (uM) = (fluorescencia — o0.0./pendiente) x volumen final (130uL)
volumen suero (20ul)

Figura 111.3. Ecuacion para el célculo de la concentracion de nitratos + nitritos
presente en las muestras de suero. O.0., ordenada en el origen.

111.9. Tratamiento con benznidazol

El tratamiento se realizd con benznidazol mediante la administracion
oral de 5-7 mg/kg peso corporal/dia en pacientes pediatricos y 300 mg/dia
distribuidos en 3 tomas en adultos, durante 60 dias (The medical letter on
drugs and therapeutics, 2004).

La dosis diaria se incrementé de manera gradual durante un periodo de
tres semanas (100mg/dia durante la primera semana, 200 mg/dia durante la
segunda semana y 300 mg/dia en adelante) para evitar la aparicion de efectos
adversos al tratamiento relacionados con dosis acumulativa superiores a 18
gramos, como la polineuritis y la depresion de la médula 6sea (Cancado,
2002).

Se inform6 claramente de los posibles efectos secundarios del
tratamiento, asi como se aconsejo una dieta baja en grasas y nula en alcohol
para evitar la intolerancia digestiva que con frecuencia el benznidazol suele
ocasionar en pacientes tratados.

111.10. Poblacion a estudio

111.10.1. Clasificacion forma clinica de la enfermedad

Todos los pacientes diagnosticados de enfermedad de Chagas incluidos
en el estudio fueron entrevistados en base a una encuesta estructurada con el
fin de conocer sus datos demograficos (edad, sexo), epidemioldgicos (pais y
region de origen, afios de residencia en Espafia) y clinicos.
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Para determinar el estadio clinico de la enfermedad se consideraron los
siguientes sintomas: disnea de esfuerzo o reposo, disnea paroxistica nocturna,
ortopnea, edema de miembros inferiores, disfagia, reflujo gastroesofagico y
estrefiimiento. Para definir los grupos clinicos, a cada paciente se le realizo
placa de térax, electrocardiograma y ecocardiograma para el estudio de la
funcidén cardiaca y transito esofagogastroduodenal y enema opaco para
determinar la afectacion digestiva. Los pacientes con sintomatologia cardiaca
se estratificaron en base a la clasificacién propuesta por Kuschnir et al (1985).

En base a las pruebas clinicas, los pacientes se dividieron en cuatro
grupos principales: Chagas cronico asintomatico (IND) cuando el paciente
carecia de afectacion cardiaca y digestiva, Chagas cronico cardiaco (CCC)
cuando el paciente presentaba Unicamente alteraciones cardiacas, Chagas
crénico cardiaco-digestivo (CCCDIG) cuando el paciente presentaba ambas
patologias y, finalmente, Chagas crénico digestivo (DIG) cuando el paciente
presentaba Unicamente sintomatologia digestiva.

111.10.2. Grupo 1

Esta cohorte incluyd 166 pacientes con enfermedad de Chagas cronica,
diagnosticada segun los criterios de la OMS con resultado positivo en dos
técnicas seroldgicas que emplean diferentes antigenos -IFI y ELISA-. Estos
pacientes fueron monitorizados a diferentes tiempos post-tratamiento con
benznidazol mediante técnica de PCR (materiales y métodos, apartado 111.5) y
serologia convencional -IFl y ELISA- (materiales y métodos, apartado
111.7.1.1 y 111.7.1.2), con el fin de evaluar la eficacia del tratamiento.

La mayoria de los pacientes eran bolivianos (161; 97%) frente a un
porcentaje minoritario procedentes de otros paises de América Latina como
Argentina (1; 0,6%), Brasil (1; 0,6%), Ecuador (1; 0,6%), El Salvador (1;
0,6%) y Paraguay (1; 0,6%) (tabla I11.1). Los bolivianos eran principalmente
de los distritos de Santa Cruz (79; 47,5%), Cochabamba (67; 40%), Sucre (10;
6%) y Chuquisaca (5; 3%). La media (xDE) de edad fue 33+11 afios.

75



Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con EC

Ningun paciente regres6 a su pais de origen durante el periodo de

seguimiento.

Tabla 111.1. Distribucion de la procedencia geografica de los 166 pacientes.

Pais N° de pacientes Porcentaje

Bolivia 161 97%
Argentina 1 0,6%
Brasil 1 0,6%
Ecuador 1 0,6%
El Salvador 1 0,6%
Paraguay 1 0,6%

De acuerdo con su edad, los pacientes se incluyeron en los siguientes
grupos: 11 (6,6%) en la categoria de jovenes (4-19 afios), 109 (65,7%) en el
grupo de adultos (20-39 afios) y, finalmente 46 pacientes (27,7%), se
clasificaron como mayores (> 40 afos) (tabla 111.2).

Tabla 111.2. Distribucion en funcion del grupo de edad de los 166 pacientes.

Grupodeedad N (%)

4-19 afnos 11 (6,6)

20-39 afios 109 (65,7)

> 40 afios 46 (27,7)
Total 166 (100)

N, numero de pacientes.

Segun los afios de residencia en Espafia, los pacientes se clasificaron en
dos grupos: 73 pacientes (44%) se incluyeron en el grupo de estancia corta en
nuestro pais (< 3 afios) y 93 pacientes (56%) en el grupo de estancia
prolongada (> 3 afios) (tabla 111.3).

Tabla I11.3. Distribucién en funcion de los afios de residencia en Espafia de los 166
pacientes.
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Afos residencia en Espaiia N (%)

< 3 afos 73 (44)
> 3afios 93 (56)
Total 166 (100)

Del total de 166 pacientes estudiados, 99 (58,9%) eran asintomaticos
(IND) y 67 (41,1%) sintoméaticos. De estos, 37 (22%) presentaron
sintomatologia cardiaca (CCC), 18 (10,7%) mostraron alteraciones digestivas
(DIG) y 12 (7,1%) presentaban ambas manifestaciones, cardiaca y digestiva
(tabla 111.4).

Tabla I11.4. Clasificacion clinica de los 166 pacientes.

Clasificacion clinica N° de pacientes Porcentaje

Asintomaticos 99 58,9%
Cardiacos 37 22%
Digestivos 12 7,1%

Cardiacos-digestivos 18 10,7%

En esta cohorte de 166 pacientes tratados con benznidazol durante 60
dias (100 mg, 3 veces/dia), 75 (45%) presentaron reacciones adversas al
tratamiento, algunas de las cuales requirieron tratamiento sintomatico. Los
efectos adversos al benznidazol méas frecuentes fueron: hipersensibilidad
cutanea (59/166; 35%), intolerancia digestiva (5/166; 3%) y alteraciones
neuroldgicas (5/166; 3%). Un total de 15 pacientes no completo el tratamiento
correctamente, en 14 casos se debid a suspension por efectos adversos al
benznidazol y en un caso a un incumplimiento terapéutico de la dosis diaria
(tabla 111.5).
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Tabla I11.5. Efectos adversos del tratamiento con benznidazol en la cohorte
estudiada.

Efecto adverso N° de pacientes Porcentaje

Hipersensibilidad cutanea 59 35,1%
Intolerancia digestiva 5 3%
Alteraciones neurologicas 5 3%

Para el seguimiento de la respuesta al tratamiento con benznidazol, a
los pacientes se les tomd muestra de sangre periférica para PCR en el
momento del diagndstico (TO) y a los 90 (T1), 150 (T2), 240 (T3), 420 (T4)
dias y segundo (T5), tercer (T6) y cuarto (T7) afio post-tratamiento. Un
diagrama ilustrativo del namero de pacientes incluidos en cada fase del
seguimiento de esta cohorte se muestra en la tabla 111.6.

Tabla 111.6. Namero de pacientes incluidos en cada fase del seguimiento de la
respuesta al tratamiento con benznidazol.

Tiempo TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
NSO EROE e 166 141 124 101 117 71 37 4
TO, antes del tratamiento. T1, control 90 dias post-tratamiento. T2, control 150 dias
post-tratamiento. T3, control 240 dias post-tratamiento. T4, control 420 dias post-
tratamiento. T5, control segundo afio post-tratamiento. T6, control tercer afio post-
tratamiento. T7, control cuarto afio post-tratamiento.

111.10.3. Grupo 2

En funcion de los resultados obtenidos con el anterior grupo de estudio,
se intentd determinar con mayor exactitud el momento en el que la
parasitemia se volvia indetectable mediante PCR en pacientes adultos con
enfermedad de Chagas cronica durante los primeros 60 dias de tratamiento
con benznidazol.

Esta cohorte incluyé 19 pacientes, la mayoria eran bolivianos (18;
94,7%), excepto un paciente (5,3%) que procedia de Paraguay (San Pedro).
Los bolivianos eran principalmente de los distritos de Santa Cruz (10; 52,6%),
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Cochabamba (5; 26,3%), Sucre (2; 10,5%) y Chuquisaca (1; 5,3%). La media
(xDE) de edad fue 39,7+11 afios. La media (xDE) de afios de residencia en
Espaia fue 5+2 arios.

Del total de 19 pacientes estudiados, 13 (68,4%) eran asintomaticos
(IND) y 6 (31,6%) sintomaticos. De estos, 3 (15,8%) presentaron
sintomatologia cardiaca (CCC), 2 (10,5%) mostraron alteraciones digestivas
(DIG) y 1 (5,3%) presentaba ambas manifestaciones, cardiaca y digestiva
(tabla 111.7).

Para el seguimiento de la parasitemia durante el tratamiento, a los
pacientes se les tomd muestra de sangre periférica para PCR (materiales y
métodos, apartado 111.5) en el momento del diagnostico y a los 15, 30, y 60
dias tras inicio del tratamiento asi como a los 90 dias post-tratamiento con
benznidazol.

De los 19 pacientes incluidos en este grupo, 11 (11/19; 57,9%)
presentaron reacciones adversas al tratamiento con benznidazol. Estas fueron,
hipersensibilidad cutanea aislada (7/11, 63,6%), 0 combinada con intolerancia
digestiva (1/11, 9%) o efectos neurolégicos (3/11, 27,3%). La elevada
incidencia de efectos adversos en los pacientes de este grupo determind que
solo 13 pacientes (13/19, 68,4%) completaran los 60 dias de tratamiento con
benznidazol. Los pacientes 1 y 10 sélo completaron 15 dias de tratamiento
debido en ambos casos a hipersensibilidad cutanea. En otro caso (paciente
18), el tratamiento fue interrumpido a los 15 dias debido a efectos adversos
cutaneos y se reinicio 5 dias mas tarde. Tres pacientes (pacientes 12, 14 y 15)
solo completaron 45 dias de tratamiento también por reacciones adversas. Los
efectos adversos y la duracion del tratamiento de cada paciente incluido en la
cohorte estudiada aparecen resumidos en la tabla I11.7.
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Tabla 111.7. Caracteristicas clinico-demograficas, efectos adversos y
duracion del tratamiento de los 19 pacientes incluidos en la cohorte de estudio de
monitorizacion mediante PCR de la parasitemia durante el tratamiento con
benznidazol a los 15, 30, y 60 dias tras inicio del tratamiento.

Paciente Sexo Edad Afos* Sintomatologia Efectos adversos Dias***

1 F 37 6 IND Cutaneos 15
2 F 40 4 IND Cutaneos y GllI 60
3 M 49 8 CCC No 60
4 M 30 il IND No 60
5 M 29 3 CCC No 60
6 M 44 6 IND Cutaneos y 60
neuroldgicos
7 F 30 7 IND No 60
8 F 29 3 IND No 60
9 F 30 3 IND Cutaneos 60
10 F 36 3 IND Cutaneos 15
11 F 43 ** CCCDIG Cutaneos y 60
neuroldgicos
12 F 46 6 IND Cutaneos 45
13 F 36 5 IND Cutaneos 60
14 F 68 5 DIG Cutaneos y 45
neuroldgicos
15 F 49 5 IND Cutaneos 45
16 M 57 6 DIG No 60
17 M 24 4 IND No 60
18 F 37 10 CCC Cutaneos 60
19 M 40 4 IND No 60

*Afos de residencia en Espafia. **Desconocido. ***Dias de tratamiento con
benznidazol. M, masculino. F, femenino. Gll, Intolerancia gastrointestinal.

La dificultad de los pacientes para acudir en el horario de consulta a
estos controles tan frecuentes es lo que explica el bajo nimero de pacientes en
este grupo.
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111.10.4. Grupo 3

Del grupo 1 de 166 pacientes (Materiales y métodos, apartado 111.10.2)
diagnosticados de enfermedad de Chagas cronica en base a los criterios
seroldgicos de la OMS, se selecciond una cohorte de 40 pacientes de los que
se disponia de muestra de suero antes del tratamiento y a los 150 (T2), 420
dias (T4) y segundo afio (T5) post-tratamiento, para monitorizar la respuesta
al tratamiento con benznidazol mediante serologia convencional (IFI
titulacion, materiales y métodos, apartado 111.7.1.3.) y no convencional
(péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2, materiales y
métodos, apartado 111.7.2).

De esta seleccion del primer grupo de 40 pacientes, 36 fueron
bolivianos (90%) a excepcion de 4 (10%) que procedian de otros paises de
Ameérica Latina, tales como; Brasil (1), Ecuador (1), El Salvador (1) y
Paraguay (1). La edad media (x DE) fue de 37 = 11 afios y la mediana fue 35
anos. Los pacientes incluidos en el estudio llevaban una media (+ DE) de 3,5
+ 2,8 afios residiendo en Esparia y una mediana de 3 afos.

Del total de 40 pacientes estudiados, 18 (45%) eran asintomaticos
(IND) y 22 (55%) sintomaticos. De estos, 13 (32,5%) presentaron
sintomatologia cardiaca (CCC), 3 (7,5%) mostraron alteraciones digestivas
(DIG) y 6 (15%) presentaban ambas manifestaciones, cardiaca y digestiva. A
su vez, los pacientes con afectacion cardiaca, se clasificaron en 3 subgrupos;
pacientes con patologia cardiaca leve (K1; 4/13; 30,7%), moderada (K2; 2/13;
15,4%) y grave (K3; 7/13; 53,9%).

De los 40 pacientes, 17 (42,5%) presentaron reacciones adversas,
algunas de las cuales precisaron tratamiento sintomatico. Los efectos adversos
en el grupo a estudio fueron: hipersensibilidad cutanea (15/40; 37,5%), astenia
(1/40; 2,5%) e intolerancia gastrica (1/40; 2,5%). Un total de 5 pacientes no
completaron el periodo de tratamiento, en todos los casos la interrupcion
temprana se debid a reacciones adversas de tipo cutaneo.
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111.10.5. Grupo 4

Esta cohorte incluyo 8 pacientes con infeccion congénita por T. cruzi en
los que se monitorizé la respuesta al tratamiento con benznidazol mediante
técnica de PCR y serologia convencional (IF1'y ELISA).

La edad en el momento del diagndstico vario entre 0 y 14 meses (tabla
[11.8). Los pacientes 6 y 7 fueron hermanos gemelos que presentaron
enfermedad de Chagas sintomatica. En la mayoria de los casos, la infeccion
congénita fue asintomatica (5/8; 62,5%) exceptuando tres pacientes (3/8;
37,5%) que presentaron sintomatologia (tabla 111.8). Estos fueron: el par de
gemelos prematuros que nacieron en la semana 33 de gestacion por parto
natural. De ellos, el hermano | presentd una puntuacion apgar igual a 9 y 9 en
el minuto 1 y 5 respectivamente y bajo peso al nacer, junto con distension
abdominal, hepato-esplenomegalia y signos de ictericia. También se evidencié
miocarditis con fallo cardiaco y distress respiratorio. EI hermano Il presento
una puntuacion apgar igual a 9 y 10 en el minuto 1 y 5 respectivamente, su
clinica no fue tan grave como la presentada por su hermano gemelo, no
obstante, en el hermano Il se observd bajo peso al nacer y esplenomegalia
(Murcia et al., 2012c). El otro paciente sintomatico fue una nifia nacida
mediante cesarea en la semana 38 de gestacion, con una baja puntuacion apgar
en el minuto 1 y 5 (3 y 6 respectivamente), bajo peso corporal, distension
abdominal con hepato-esplenomegalia, purpura trombocitopénica, fallo
cardiaco, hipertension pulmonar grave y distress respiratorio (Carrilero et al.,
2009).
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Tabla 111.8. Edad en meses de la cohorte de nifios con enfermedad de
Chagas congénita incluida en el estudio en el momento de diagndstico de la
infeccion, asi como forma clinica de la enfermedad y controles de seguimiento post-
tratamiento con benznidazol.

Paciente Edad en el Infeccion Tiempos de Tiempos de
diagnostico  congénita por  monitorizacion ~ monitorizacion
(meses) T. cruzi mediante PCR*  mediante IFl y
ELISA*
1 0 Sintomaética 150, 360 60, 150, 360
2 14 Asintomatica 60, 150, 360 150, 360
3 5 Asintomatica 60, 150 60, 150
4 1 Asintomatica 150, 360 150
5 6 Sintoméatica 30, 60, 150, 360 150, 360
6 6 Sintomaética ** **
7 2 Asintomatica 60, 90 y 150 150
8 0 Asintomatica 60 60

*Tiempo expresado en dias. **Incumplimiento terapéutico, el seguimiento se realizé
en primer lugar a los 60 y 150 dias post-tratamiento con benznidazol y tras volver a
administrar el farmaco, el seguimiento se realizé a los 30 y 90 dias post-tratamiento.

El diagndstico de infeccion congénita por T. cruzi se realizé tal como se
describe en el articulo publicado por Murcia et al (2012c). Brevemente, la
parasitemia en sangre periférica fue evaluada mediante PCR en nifios nacidos
de madres seropositivas. La infeccion congénita se definié cuando el paréasito
fue detectado mediante PCR en el nifio a cualquier edad o cuando la serologia
permanecio positiva al afio de vida.

El tratamiento se realizé con benznidazol mediante administracion oral
de 5-7 mg/kg/dia del medicamento durante 60 dias (The medical letter on
drugs and therapeutics, 2004). No se observoé la aparicion de efectos adversos
al tratamiento con benznidazol.

El seguimiento de la respuesta al tratamiento con benznidazol se realiz
mediante serologia convencional, utilizando dos técnicas seroldgicas
comerciales que emplean diferentes antigenos, Inmunofluor CHAGAS Kit
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(Biocientifica S.A.) (IFI) y T. cruzi ELISA test system (Ortho Clinical
Diagnostic, USA) (ELISA) (materiales y métodos, apartado 111.7.1.1 y
[11.7.1.2) en los tiempos sefalados en la tabla 111.8.

La monitorizacion de la eficacia del tratamiento con benznidazol se
realiz6 también mediante técnica de PCR (Material y Métodos, apartado 111.5)
en los tiempos sefialados en la tabla I11.8. En el caso del paciente 5 se realiz6
seguimiento mediante técnica de PCR durante el tratamiento con benznidazol,
a los 7, 15 y 30 dias tras iniciar el tratamiento, ademés de los controles post-
tratamiento reflejados en la tabla I11.8.

111.10.6. Grupo 5

Esta cohorte incluyé un total de 67 pacientes a los que se realizo
seguimiento de los niveles de Oxido nitrico en suero post-tratamiento con
benznidazol. De los 67 pacientes, 16 (16/67; 23,8%) formaron el grupo
control al tratarse de pacientes sin enfermedad de Chagas presentando
resultado negativo para dos técnicas serologicas convencionales (IFI y
ELISA). El resto de pacientes (51/67; 76,2%) estaban diagnosticados de
enfermedad de Chagas cronica en base a un resultado positivo de dos técnicas
seroldgicas convencionales (IFI y ELISA). De estos, 20 pacientes (20/67;
29,8%) no presentaron efectos adversos al tratamiento con benznidazol,
mientras que, 31 pacientes (31/67; 46,4%) presentaron reacciones secundarias
al tratamiento farmacologico.

La edad media en el grupo de pacientes sanos fue de 31,5 afios y un
56% de los pacientes fueron mujeres. La edad media en el grupo de pacientes
con enfermedad de Chagas sin efectos adversos al tratamiento con
benznidazol fue de 38,3 aflos y un 60% de los pacientes fueron mujeres.
Finalmente, la edad media en el grupo de pacientes con enfermedad de
Chagas con efectos adversos al tratamiento con benznidazol fue de 40,6 afios
y un 54% de los pacientes fueron mujeres (tabla 111.9).
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Tabla 111.9. Resumen de los datos demogréaficos (edad y sexo) de la poblacion a
estudio.

Edad (afios) Sexo n/total (%)

Pacientes Media Minima Méaxima Hombres Mujeres
Sanos n=16 31,5 22 41 7/16 (44) 9/16 (56)

ECsinEEAAN=20 38,3 22 55 8/20 (40) 12/20 (60)
EC con EEAAN=31 40,6 25 53  14/31 (46) 17/31 (54)
EC, enfermedad de Chagas. EEAA, efectos adversos al tratamiento con benznidazol.

Del total de 31 pacientes con enfermedad de Chagas y efectos adversos
al tratamiento con benznidazol, 21 pacientes (21/31; 67,8%) presentaron
reacciones cutaneas, 2 pacientes (2/31; 6,6%) neuroldgicas, y otros 2
pacientes (2/31; 6,6%) presentaron artritis migratoria. Un Unico paciente
presentd glomerulonefritis (1/31; 3,2%). Finalmente, 5 pacientes (5/31;
16,1%) presentaron mas de un tipo de reaccidn adversa al tratamiento con
benznidazol (tabla I11.10).

Tabla 111.10. Frecuencia y tipo de efecto adverso al tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas de la cohorte a estudio.

Reaccién adversa N/total %
Aislada 26/31 83,9
Dermatitis por hipersensibilidad 21/31 67,8
Neurologica 2/31 6,6

Acrtritis migratoria 2/31 6,6
Glomerulonefritis 1/31 3,2
Cutanea + Insuficiencia renal 1/31 3,2
Cutaneo + Digestiva 1/31 3,2
Cutaneo + Artritis migratoria 1/31 3,2
Cutaneo + Pérdida de peso 1/31 3,2

Cutaneo + Neurologico + Pérdida de peso  1/31 3,2
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Del total de 51 pacientes con enfermedad de Chagas, se recogio
muestra de suero antes de iniciar el tratamiento con benznidazol y a los 90
dias post-tratamiento.

111.11. Analisis estadistico

Todos los parametros estadisticos se calcularon con el software SPSS
15.0.

Realizamos un estudio descriptivo en el que las variables numéricas se
describieron mediante la media * desviacion tipica y las variables cualitativas
con frecuencias y porcentajes tanto en la poblacion global como por grupo de
estudio.

Para comparar variables cualitativas, como la edad, afios de residencia
en Espafia y sintomatologia, se utilizaron los tests de McNemar-Bowker, Chi-
cuadrado y t de Student.

Para estudiar el descenso en los indices de ELISA vy titulos de IFI
después del tratamiento con benznidazol se utilizé el test de Friedman y la
prueba t de Student respectivamente.

Para el estudio de la evolucion seroldgica post-tratamiento mediante
técnicas convencionales (IFI titulacion) y no convencionales se utilizo el test
de Wilcoxon en el total de pacientes y en los diferentes subgrupos en funcion
de la forma clinica de la enfermedad y de los resultados de PCR.

Para realizar comparaciones entre los diferentes grupos de pacientes en
el ensayo del 6xido nitrico se utilizo el test de Mann Withney U. Para estudiar
la evolucidn de los niveles de 6xido nitrico después del tratamiento dentro del
mismo grupo de pacientes se utilizo el test de Wilcoxon.

Todos los analisis se consideraron significativos a un nivel p<0,05.
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111.12. Consideraciones éticas

Los algoritmos de diagnostico, esquemas de tratamiento y protocolos
de seguimiento fueron aprobados por el Comité ético del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia, Espafa). Los pacientes fueron
informados en detalle acerca del estudio y bajo consentimiento informado
aceptaron formar parte del mismo.
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IV. Resultados

IV.1. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas aguda

IV.1.1. Seguimiento de la parasitemia mediante PCR

Con el objetivo de estudiar la respuesta al tratamiento con benznidazol
en fase aguda se analizo la presencia de T. cruzi en sangre periférica mediante
técnica de PCR en 8 pacientes con enfermedad de Chagas congénita que
fueron tratados con benznidazol durante 60 dias. Para ello, se tomaron
muestras de sangre a diferentes tiempos durante el seguimiento post-
tratamiento (Materiales y métodos, apartado 111.10.5).

La figura IV.1 ilustra el fragmento de 330 pares de bases
correspondiente al ADN del mini-circulo del kinetoplasto de T. cruzi,
amplificado mediante PCR utilizando el par de oligonucledtidos 121-122
(figura 1V.1a) y el fragmento de 220 pares de bases, que codifica una proteina
ribosémica humana, amplificado como control interno de extraccion de ADN,
utilizando el par de oligonucleétidos HUF-REV (figura IV.1b).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura I'V.1a. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de PCR obtenido
con el par de oligonucle6tidos 121-122. Calle 1, marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen), la flecha indica la banda de ADN de 300 pb. Las muestras se
ensayaron por duplicado. Calles 2-9, muestras de 4 pacientes con resultado positivo
de PCR T. cruzi. Calle 10, control negativo de PCR sin ADN. Calle 11, control
positivo 1, de extraccion, a partir de muestra previa positiva. Calle 12, control
positivo 2, de PCR, que utiliza ADN purificado del parasito.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura I'V.1b. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto de PCR obtenido
con la pareja de oligonucle6tidos HUF-REV. Calle 1, marcador de peso molecular
de 100 pb (Invitrogen), la flecha indica la banda de ADN de 200 pb. Las muestras se
ensayaron por duplicado. Calles 2-9, controles internos de amplificacion positivos
de 4 pacientes. Calle 10, control negativo de PCR sin ADN.

El diagndstico de la infeccion congénita por T. cruzi requiere de al
menos una prueba parasitologica directa positiva o la permanencia de
anticuerpos especificos frente a T. cruzi tras cumplir el afio de edad. En
nuestro caso, los 8 pacientes presentaron un resultado de PCR positivo antes
del tratamiento con benznidazol, sin embargo, de algunos no se tuvo muestra
de sangre para la realizacion de la PCR en el momento del nacimiento,
retrasandose el momento del diagnostico a varios meses despues (Materiales y
métodos, grupo 4, apartado 111.10.5). El resultado de PCR fue negativo en el
primer control post-tratamiento en todos los pacientes (tabla 1V.1). Tan soélo
un paciente (el paciente 6 en la tabla IV.1), del que se tuvo constancia de
incumplimiento terapéutico, present6 un resultado de PCR positivo a los 150
dias post-tratamiento. Este paciente, tras administracion correcta del
tratamiento con benznidazol, presenté un resultado de PCR negativo (tabla
IV.1). Ningun otro control de PCR post-tratamiento resultd positivo, asi la
PCR se mantuvo negativa durante los diferentes controles de seguimiento de
los pacientes estudiados (tabla 1V.1).

De un paciente se pudo realizar un seguimiento mas exhaustivo de su
parasitemia mediante PCR con controles a los 7, 15 y 30 dias tras inicio del
tratamiento con benznidazol. Todos los controles de PCR de este paciente,
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durante y post-tratamiento, resultaron negativos (paciente 5 en la tabla 1V.1,
datos de seguimiento durante el tratamiento no mostrados). Esto demuestra la
elevada eficacia del benznidazol en el aclaramiento de la parasitemia, ya que,
tras 7 dias de administracion del farmaco, la parasitemia se vuelve
indetectable mediante PCR en sangre periférica en aquellos pacientes que,
antes del tratamiento con benznidazol, presentaron un resultado de PCR
positivo.

Tabla 1VV.1. Resultados de monitorizacion de la respuesta al tratamiento con
benznidazol mediante PCR en pacientes con enfermedad de Chagas congénita.

Resultados de PCR

Paciente Antes del tratamiento Post-tratamiento (dias)

30 60 90 150 360

1 + * - |-
2 + - - |-
3 + - -
4 + * - |-
5 + 2N EEE
6 + - +

6 - -

7 + - -] -

8 + -

+, positivo. -, negativo. *, muestra no disponible.

Estos resultados demuestran que en pacientes con enfermedad de
Chagas aguda, el tratamiento con benznidazol produce un rapido aclaramiento
de la parasitemia, facilmente detectable mediante PCR. Asi, la PCR podria
actuar como un marcador a corto plazo, de eficacia terapéutica del tratamiento
con benznidazol, permitiendo la deteccidn precoz de fallo en la respuesta al
tratamiento, por resistencias al mismo o por incumplimiento terapéutico.

Ninguno de los pacientes estudiados con infeccién congénita por T.
cruzi present6 efectos adversos al tratamiento con benznidazol.
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IV.1.2. Seguimiento de los niveles de anticuerpos mediante serologia
convencional

Con el objetivo de estudiar las variaciones en el nivel de anticuerpos en
suero tras el tratamiento con benznidazol en fase aguda, estos 8 pacientes con
enfermedad de Chagas congeénita (materiales y métodos, grupo 4, apartado
111.10.5) fueron evaluados a diferentes tiempos post-tratamiento mediante dos
técnicas seroldgicas que emplean como antigeno el parasito completo (IFI ,
Inmunofluor CHAGAS Kit (Biocientifica S.A.)) o extractos solubles que
contienen una mezcla compleja de antigenos (ELISA ,T. cruzi ELISA test
system (Ortho Clinical Diagnostic, USA)) (materiales y métodos, apartado
[11.7.1). El criterio de cura de la enfermedad de Chagas fue la obtencion de un
resultado negativo de serologia especifica anti-T. cruzi mediante dos técnicas
diferentes.

Los resultados de serologia antes del tratamiento con benznidazol se
describen a continuacién. Dos pacientes presentaron un indice de ELISA igual
a 1,9 y 1,2 respectivamente y deteccion de anticuerpos mediante IFI negativa.
El resto de los pacientes (4/8) presentd indices de ELISA bajos, entre 1y 4, un
paciente presentdé un indice de 4,8 y otro de 9,9. De los pacientes con
resultado positivo de técnica de IFI, 2 pacientes presentaron un titulo de 1/80
y 4 presentaron un titulo de 1/160 (tabla 1V.2).

Al estudiar los niveles de anticuerpos después del tratamiento con
benznidazol se pudo observar que dos pacientes presentaron un resultado
negativo de IFI y ELISA en su control 60 dias post-tratamiento. Mientras que
otro paciente presentd un resultado positivo de IFI y ELISA a los 60 y 150
dias post-tratamiento. De este paciente se tuvo constancia de incumplimiento
terapéutico por lo que se volvid a iniciar tratamiento con benznidazol
presentando de nuevo positivo su control post-tratamiento mediante IFI y
ELISA a los 60 y 150 dias. Otro paciente, present6 un resultado positivo de
ELISA e IFI a los 150 dias post-tratamiento, siendo negativo en el control 360
dias post-tratamiento. Tan sélo tres pacientes completaron el periodo de
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seguimiento hasta los 360 dias post-tratamiento, en los tres casos con
resultado negativo para ambas técnicas. Estos resultados aparecen reflejados
en latabla V.2,

Tabla 1VV.2. Resultados de niveles de anticuerpos antes del tratamiento y a
diferentes tiempos post-tratamiento con benznidazol en pacientes con infeccion
congénita por T. cruzi mediante serologia convencional.

Antes del Post-tratamiento (dias)

tratamiento

60 150 360

Paciente Edad' ELISA IFI ELISA IFI ELISA IFl ELISA IFI
1 0 1,9 - - - - - - -
2 14 2 1/80 * * 1,9 1/80 - -
3 ) 1,2 - - - - - * *
4 1 4,8 1/160 * * - - * *
) 6 1,6 1/160 * * - - - -
6 6 3,8 1/160 4 1/160 3,2 1/160
6 69 1/160 44 1/80 oo
7 2 3,7 1/80 * * - - * *
8 0 99 1/160 7,4 1/80 * * * *

'Edad del paciente expresada en meses en el momento del diagndstico. *, muestra no
disponible.

Asi, en base a los resultados obtenidos, podemos afirmar que, en el caso
de pacientes con enfermedad de Chagas aguda, el tratamiento con benznidazol
es efectivo y la serologia convencional permite demostrar la curacion a corto
plazo ya que se observa la sero-conversion de los pacientes que han recibido
correctamente el tratamiento en un plazo de tiempo que oscila entre 60 y 360
dias. La serologia convencional podria actuar, en pacientes con enfermedad de
Chagas aguda, como un marcador temprano de fracaso terapéutico, al igual
gue la PCR, ya que en pacientes que no respondieron bien al tratamiento, los
niveles de anticuerpos persistieron elevados. Se observo que la conversion a
un resultado de serologia negativo fue mas tardio en aquellos pacientes en los
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que la infeccion congénita por T. cruzi fue diagnosticada con posterioridad al
afo de nacimiento.

IV.2. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica

IV.2.1. Seguimiento de la parasitemia mediante PCR después del
tratamiento con benznidazol

Con el objetivo de estudiar la respuesta al tratamiento con benznidazol
en pacientes en fase cronica, se analizd la presencia de T. cruzi en sangre
periférica mediante PCR en 166 pacientes con enfermedad de Chagas que
fueron tratados con benznidazol durante 60 dias (Materiales y métodos, grupo
1, apartado 111.10.2). Para ello, se tomaron muestras de sangre, antes del
tratamiento y a diferentes tiempos durante el seguimiento post-tratamiento
(tabla 1V.3).

Tabla 1'V.3. Namero de pacientes incluido en cada control de seguimiento post-
tratamiento con benznidazol mediante técnica de PCR.

Tiempo TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
NEW RGN 166 141 124 101 117 71 37 4
TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-
tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-
tratamiento.

Resultados de PCR antes del tratamiento con benznidazol

El estudio parasitolégico mediante PCR en sangre periférica de los
pacientes con enfermedad de Chagas cronica antes del tratamiento con
benznidazol, revel6 que, del total de 166 pacientes, 112 presentaron resultado
de PCR positivo antes del tratamiento y 54 obtuvieron un resultado negativo.
Por tanto, la sensibilidad de la PCR frente a las dos técnicas diagnostico-
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seroldgicas utilizadas fue del 67,4%. Asi, la PCR resulté una herramienta
parasitoldgica sensible en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Dado que no se incluyo un grupo de pacientes control con serologia
negativa para T. cruzi, no fue posible determinar la especificidad de la técnica
de PCR.

Para el analisis de los resultados de PCR en la cohorte de 166 pacientes
antes del tratamiento con benznidazol, se consideraron variables demogréaficas
(edad), epidemioldgicas (tiempo de residencia en Espafia) y clinicas (pacientes
sintomaticos o asintomaticos) (Material y métodos, apartado 111.10.2.). Asi, un
total de 11 pacientes presentaron una edad comprendida entre los 4 y los 19
anos, 109 pacientes se incluyeron en el grupo de edad comprendido entre 20 y
39 afios y 46 pacientes tenian una edad > 40 afios. El tiempo de residencia en
Espafa fue inferior a 3 afios en 73 pacientes y > 3 afios en 93 pacientes. En
funcién de la forma clinica de la enfermedad, 99 pacientes se incluyeron en el
grupo de asintomaticos y 67 presentaron sintomatologia en la fase crénica de
la enfermedad.

Teniendo en cuenta los rangos de edad de los pacientes, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el resultado de PCR (p=0,001).
Asi, la sensibilidad de la PCR frente a las dos técnicas diagnostico-seroldgicas
utilizadas fue del 100% en el grupo de pacientes con edades comprendidas
entre 4 y 19 afos, mientras que el porcentaje de pacientes con resultado
positivo de PCR se redujo a 72,4% en los pacientes clasificados dentro del
grupo de edad de 20 a 39 afios, y a 47,8% en aquellos pacientes incluidos en el
grupo de > 40 afios. Ademas, el nimero de pacientes con un resultado positivo
de PCR fue significativamente superior en los individuos cuyo tiempo de
residencia en Espafa fue inferior a 3 afios (79,5%) frente aquellos cuyo
periodo de estancia en nuestro pais fue > 3 afios (58%) (p=0,004). Por el
contrario, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
resultados de PCR entre los pacientes asintomaticos (68,7%) y los que
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presentaron sintomatologia en la fase cronica de la enfermedad (65,6%)
(p=0,379). Estos resultados se muestran en la tabla IV .4.

Tabla I'V.4. Resultados de PCR antes del tratamiento con benznidazol en la cohorte
estudiada segun la edad, el tiempo de residencia en Espafia y la forma clinica de la
enfermedad.

PCR positiva PCR negativa

Variable N/Total (%) N/Total (%)
Grupos de edad
4-19 afos 11/11 (100) 0/11 (0)
20-39 afios 79/109 (72,4) 30/109 (28,6) 0,001
>40 afios 22/46 (47,8) 24/46 (52,2)
Tiempo de residencia en Espafia
<3 afios 58/73 (79,5) 15/73 (20,5) 0.004
>3 afios 54/93 (58) 39/93 (42) ’
Forma clinica de la enfermedad
CC asintomatico 68/99 (68,7) 31/99 (31,3) 0.379
CC sintomatico 44167 (65,6) 23/67 (34,4) ’

N, numero de pacientes. Total, namero total de pacientes. CC, enfermedad de
Chagas cronica.

Resultados de PCR después del tratamiento con benznidazol

Los resultados de monitorizacion de la parasitemia mediante PCR a
diferentes tiempos post-tratamiento con benznidazol en la cohorte de
pacientes estudiada se detallan a continuacion.

En el control 90 dias post-tratamiento, se realizaron 99 PCRs en
aquellos pacientes cuya PCR antes del tratamiento presentd un resultado
positivo. Todas las PCRs tuvieron un resultado negativo (100%). De aquellos
pacientes con un resultado negativo de PCR antes del tratamiento, 42 fueron
también estudiados a los 90 dias post-tratamiento y todos presentaron un
resultado de PCR negativo.
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Un total de 8 pacientes tuvieron un resultado de PCR positivo antes del
tratamiento y completaron el periodo de seguimiento hasta el tercer afio post-
tratamiento con benznidazol presentando todos sus controles post-tratamiento
mediante PCR negativos. Un total de 12 pacientes tuvieron un resultado
negativo de PCR antes del tratamiento y permanecieron con parasitemia
indetectable mediante PCR hasta el control tercer afio post-tratamiento.

A pesar de que el benznidazol produjo un rapido aclaramiento de la
parasitemia en el 100% de los pacientes a los 90 dias post-tratamiento con
benznidazol, un total de 23 pacientes (23/166; 13,8%), presentd picos de
parasitemia detectable mediante PCR durante el periodo de seguimiento. De
estos, tres pacientes tuvieron un resultado de PCR positivo en mas de un
control (tabla 1V.5).

Asi, a los 150 dias post-tratamiento, 3 pacientes (3/124; 2,4%)
presentaron un resultado de PCR positivo. En dos casos, la PCR antes del
tratamiento fue positiva. De estos dos pacientes, uno observo correctamente el
tratamiento con benznidazol mientras que el otro paciente no lo completo. El
tercer paciente con control de PCR positivo a los 150 dias post-tratamiento
presentd un resultado de PCR negativo antes del tratamiento con benznidazol.
Este paciente no completd la pauta de 60 dias de tratamiento con benznidazol
(tabla 1V.5).

El control 240 dias post-tratamiento fue el que presentd mayor nimero
de resultados de PCR positivos con respecto al resto de controles. En total, 10
pacientes (10/101; 9,9%) tuvieron un resultado positivo de PCR. De estos, 9
pacientes presentaron un resultado positivo de PCR antes del tratamiento y 3
de ellos incumplieron la pauta posoldgica del benznidazol. EI décimo paciente
con control de PCR positivo a los 150 dias post-tratamiento presentd un
resultado de PCR negativo antes del tratamiento con benznidazol. Este
paciente observo correctamente el tratamiento con benznidazol (tabla 1V.5).
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A los 420 dias post-tratamiento, 8 pacientes (8/117; 6,8%) tuvieron un
resultado positivo de PCR, todos ellos habian presentado un resultado positivo
de PCR antes del tratamiento con benznidazol y tan sélo uno de ellos no
observoé correctamente el tratamiento con benznidazol (tabla IV.5).

En el control 2° afio post-tratamiento, un total de 4 pacientes (4/71;
5,6%) presentaron un resultado positivo de PCR, de los cuales un paciente
tuvo un resultado de PCR antes del tratamiento negativo y el resto positivo.
Estos 4 pacientes observaron correctamente el tratamiento con benznidazol
(tabla 1V.5).

En el control tercer afio post-tratamiento, 3 pacientes (3/37; 8,1%)
presentaron un resultado positivo de PCR, de los cuales 1 presentaba resultado
de PCR antes del tratamiento negativo y los otros dos, positivo. Estos 3
pacientes observaron correctamente el tratamiento con benznidazol (tabla
IV.5).

Finalmente, de tan solo 4 pacientes se pudo completar el seguimiento
hasta el control cuarto afio post-tratamiento. En los 4 casos, el resultado de
PCR para este control fue negativo. Estos 4 pacientes presentaron un resultado
positivo de PCR antes del tratamiento con benznidazol. Uno de ellos presento
positivo el control 240 dias post-tratamiento mientras que otro presento
positivo el control segundo afio post-tratamiento (tabla 1V.5).

Los resultados anteriores aparecen ademas esquematizados en la figura
IV.2 en la que no se han representado los pacientes con control cuarto afio
post-tratamiento por tratarse de un nimero muy escaso.
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Figura 1V.2. Numero de pacientes con resultado de PCR antes y después del
tratamiento. Para cada control de monitorizacion, se ha indicado entre paréntesis el
numero de pacientes incluidos en cada grupo de edad (4-19/20-39/>40 afios). PCR+,
resultado de PCR positivo. PCR-, resultado de PCR negativo. N, nimero de
pacientes. TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-
tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. En la figura no se han
representado los pacientes con control 4° afio post-tratamiento debido a su bajo
ndmero.
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No se observd una correlacion estadisticamente significativa al
comparar los grupos de edad de los pacientes con un resultado de PCR
positivo en los diferentes controles post-tratamiento (p>0,05). Aunque la
diferencia no fue estadisticamente significativa, conviene destacar que la
mayoria de los pacientes con picos de parasitemia durante el seguimiento del
tratamiento con benznidazol pertenecieron a los grupos de edad de entre 20 y
39 afos y >40 afios.

En la tabla IV.5 se muestran las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas, asi como las de cumplimiento de la pauta posolégica del
benznidazol, de los 23 pacientes con picos de parasitemia detectados mediante
PCR después del tratamiento.
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Tabla 1VV.5. Resumen de los datos de edad, afios de residencia en Espafia, clinica y
observacion del tratamiento con benznidazol de los 23 pacientes con picos de
parasitemia detectados mediante PCR después del tratamiento.

Resultado de PCR
Paciente Edad ARE! Clinica OCT? TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

1 36 5 IND Si + - -+ 4+ - **

44 3 IND No - - + - - - * =*
3 31 <1 IND Si + - x4+ o x
4 38 1 IND Si + - - x4 %
) 33 1 CCCDIG Si + * - x4 .
6 24 1 IND Si e
7 40 2 CCCDIG si e T
8 27 1 IND Si e L T,
9 74 2 CCC Si + - -+ 4+ o+ *x*
10 43 1 IND Si e T
11 17 2 IND Si + - - x4k
12 22 1 IND No + - - + - - - *
13 31 2 CCC Si + - -+ * Kk %
14 43 7 CCCDIG SsSi + - - -+ - L
15 32 3 IND No + - * + * * *x *
16 29 3 IND Si + - - - 4+ - * ok
17 37 3 IND Si + - - x4 . *x K
18 29 1 DIG Si + -+ - - x Xk
19 48 2 CCC Si - - - - -4+ x o x
20 12 3 DIG No + - + + + - - *
21 29 3 IND Si + - - * - 4 . *
22 30 2 DIG Si + * . x4k kK
23 32 2 IND Si + - - - - - 4+ *

Afios de residencia en Espafia. “Observacion correcta del tratamiento. IND, Chagas
cronico asintomatico/indeterminado. CCC, Chagas crénico cardiaco. DIG, Chagas
cronico digestivo. CCCDIG, Chagas cronico mixto cardiaco y digestivo. *, muestra
no disponible. TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias
post-tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-
tratamiento.
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En resumen, en el primer control después del tratamiento (90 dias) el
100% de los pacientes tuvo un resultado de PCR negativo. Sin embargo,
durante el transcurso del seguimiento, 23 pacientes presentaron al menos un
control en el que la parasitemia volvid a ser detectable mediante PCR en una
proporcion que oscilo entre el 2,4% y el 9,9% en funcién del control (tabla
IV.6). De estos 23 pacientes, 4 no observaron correctamente el tratamiento
(tabla 1V.5).

Tabla 1V.6. Resultados de monitorizacion de la respuesta terapéutica al benznidazol
mediante PCR en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Controles de seguimiento post-tratamiento

Antes del tratamiento  T1 T2 T3 T4 T5

N° pacientes 166 141 124 101 117 71 37 4
PCR + 112 0 3 10 8 4 3 0
PCR - 54 141 121 91 109 67 34 4

%PCR + 67,4 0 24 99 68 56 81 0

PCR+, PCR con resultado positivo. PCR-, PCR con resultado negativo. %PCR +,
porcentaje de pacientes con resultado positivo de PCR. T1, 90 dias post-tratamiento.
T2, 150 dias post-tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-
tratamiento. T5, segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. T7,
cuarto afo post-tratamiento.

En aquellos pacientes que presentaron un resultado de PCR positivo
antes del tratamiento, la PCR permitioé determinar la accion del benznidazol.
Ya que, tras el tratamiento, se observo una disminucion de la carga parasitaria
en los pacientes hasta niveles indetectables mediante esta técnica, resultando
una herramienta util para determinar a corto plazo la eficacia del tratamiento
con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas crénica. Esta
eficacia parasiticida del benznidazol fue muy elevada en nuestra cohorte de
pacientes, ya que en el 100% de los mismos se produjo un aclaramiento de la
parasitemia que determind un resultado negativo de PCR a los 90 dias post-
tratamiento. Aunque un resultado de PCR negativo no indica ausencia de la
enfermedad, la PCR es una herramienta util para detectar el fracaso
terapéutico a corto plazo en pacientes que presentan resultados positivos
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después del tratamiento. Teniendo en cuenta las variaciones de la parasitemia
durante el largo curso de la enfermedad de Chagas cronica, con picos
intermitentes, es necesaria la busqueda de nuevas técnicas y marcadores que
permitan conocer la eficacia del tratamiento con benznidazol en pacientes en
la fase cronica de la enfermedad a corto plazo.

IV.2.2. Seguimiento de la parasitemia mediante PCR durante el

tratamiento con benznidazol

Debido a que el benznidazol produjo el aclaramiento de la parasitemia
en el 100% de los pacientes tratados a los 90 dias post-tratamiento (resultados,
apartado 1V.2.1), nuestro objetivo fue determinar el momento aproximado,
durante los 60 dias de duracion del tratamiento farmacologico, en el que la
parasitemia se volvia indetectable mediante PCR.

Con este fin, a un total de 19 pacientes con enfermedad de Chagas
cronica que fueron tratados con benznidazol en nuestra unidad (Material y
métodos, grupo 2, apartado 111.10.3), se les tom6 muestra de sangre antes del
tratamiento y durante el tratamiento con benznidazol a los 15, 30 y 60 dias.
Finalmente, se realiz6 un control a los 90 dias post-tratamiento.

De los 19 pacientes incluidos en esta cohorte, 14 presentaron un
resultado de PCR positivo antes del tratamiento. De estos, la PCR paso a ser
negativa a los 15 dias tras inicio del tratamiento con benznidazol en todos,
excepto uno en el que la parasitemia continud siendo detectable mediante
PCR. Este paciente presentd negativo su control de PCR a los 30 dias post-
tratamiento. Ningun otro control post-tratamiento resulté positivo (tabla 1V.7).
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Tabla 1VV.7. Resultados de la monitorizacion del tratamiento con benznidazol
mediante PCR durante el tratamiento (15, 30 y 60 dias) y post-tratamiento (90 dias)
con benznidazol de pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Resultado de PCR
Durante el
tratamiento
Paciente Dias* Antes del 15 30 60 90 dias post-

tratamiento dias dias dias tratamiento
1 15 + - faie faie -
2 60 + - - - -
3 60 - - - - -
4 60 - - - - -
5 60 + - - - -
6 60 + - - - -
7 60 + - - ** *%
8 60 - - - - -
9 60 + - - - -
10 15 + - *x *x -
11 60 + - - - -
12 45 + - - *x -
13 60 - - faie faie -
14 45 + + - - *k
15 45 + - - - -
16 60 + - - - -
17 60 + - *% *% -
18 60 + - - *x -
19 60 - - - - -

*Dias de duracidn del tratamiento con benznidazol. **Muestra no disponible.

Por tanto, se comprobo que el aclaramiento de la parasitemia tuvo lugar
rapidamente (a los 15 dias del inicio de la terapia con benznidazol) en la
practica totalidad de los pacientes con enfermedad de Chagas crénica en los
gue la PCR antes del tratamiento fue positiva. Este descenso en los niveles de
parasitos circulantes se mantuvo hasta los 90 dias post-tratamiento, incluso en
aquellos pacientes de la cohorte en los que los efectos adversos al benznidazol
(materiales y métodos, apartado 111.10.3) determinaron una interrupcion
temprana del tratamiento, antes de completar los 60 dias.
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La dificultad de los pacientes para acudir en el horario de consulta a los
diferentes controles post-tratamiento tan poco espaciados en el tiempo, es lo
que explica el numero reducido de pacientes en los diferentes controles de esta
cohorte. A su vez, este bajo nimero de pacientes impidio el calculo estadistico
de la influencia de variables tales como el grupo de edad, los afios de
residencia en Espafia y la forma clinica de la enfermedad en este grupo de
pacientes, a pesar de que en el apartado anterior (resultados, apartado 1V.2.1)
se comprobd la influencia de la edad y los afios de residencia en Espafia en la
sensibilidad de la PCR.

IV.2.3. Seguimiento de los niveles de anticuerpos

IVV.2.3.1. Serologia convencional

Con el objetivo de estudiar la variacion en el nivel de anticuerpos en
suero tras el tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de
Chagas cronica mediante serologia convencional, los 166 pacientes que
constituyen la misma cohorte de pacientes denominada grupo 1 en el estudio
(materiales y metodos, apartado 111.10.2) fueron evaluados a diferentes
tiempos post-tratamiento mediante dos técnicas serologicas: IFI (Inmunofluor
CHAGAS Kit (Biocientifica S.A.)) y ELISA (T. cruzi ELISA test system
(Ortho Clinical Diagnostic, USA)) (materiales y métodos, apartado 111.6.1). El
numero de pacientes incluido en cada control se muestra en la tabla I'V.8.

Tabla I'V.8. Namero de pacientes con enfermedad de Chagas crénica a los que se
les determino el indice/ titulo de anticuerpos frente a T. cruzi mediante técnicas
seroldgicas convencionales a diferentes tiempos post-tratamiento.

Tiempo TO T1 T2 T3 T4 75 T6 T7

N° pacientes 166 121 102 90 86 21 17 3

TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-
tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-
tratamiento.
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Resultados de serologia antes del tratamiento con benznidazol

El diagnostico de enfermedad de Chagas se establecio en base a los
criterios de la OMS, segun los cuales, un paciente se considera infectado por
T. cruzi cuando presenta muestras de suero con resultado positivo en dos
técnicas serologicas que empleen diferentes antigenos (IFI (parasito completo)
y ELISA (extractos solubles y/o purificados que contienen una mezcla
compleja de antigenos)).

Del total de 166 pacientes incluidos en este ensayo, todos presentaron
resultado positivo mediante las dos técnicas seroldgicas empleadas -IFl y
ELISA- antes del tratamiento con benznidazol. indices de ELISA > 1 se
consideraron positivos Y titulos de IFI > 1/80 se consideraron positivos. Para
la determinacion del titulo de IFI con fines diagnosticos se realizaron 2
diluciones seriadas de los sueros de los pacientes: 1/80 y 1/160. Los pacientes
se clasificaron en funcién de su indice de ELISA en uno de los siguientes
grupos: indices > 1 hasta 4, > 4 hasta 8 y > 8 hasta 12.

Los resultados obtenidos mediante ambas técnicas serologicas en la
cohorte de 166 pacientes antes del tratamiento con benznidazol se muestran en
la tabla IV.9 (IFI) y en la tabla 1VV.10 (ELISA).

Tabla I'V.9. Resultado de la técnica seroldgica IFI antes del tratamiento con
benznidazol.

Titulo de IFI ~ N/Total (%)

1/80 17/166 (10,2)

1/160 149/166 (89,8)
N, numero de pacientes. Total, numero total de pacientes.
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Tabla 1'V.10. Resultado de la técnica seroldgica ELISA antes del tratamiento con
benznidazol.

Indices de ELISA  N/Total (%)

1-4 23/166 (13,9)

4-8 88/166 (53)

8-12 55/166 (33,1)
N, nimero de pacientes. Total, nimero total de pacientes.

Un 89,8% de los pacientes presentd un titulo > 160 mediante IFI. Un
53% de los pacientes presentd un indice de ELISA > 4 hasta 8.

Al estudiar los resultados de serologia convencional en la cohorte de
166 pacientes antes del tratamiento con benznidazol, se consideraron variables
demograficas (edad), epidemioldgicas (tiempo de residencia en Espafia) y
clinicas (pacientes sintomaticos o0 asintomaticos) (material y métodos,
apartado 111.10.1). Asi, un total de 11 pacientes presentaron una edad
comprendida entre los 4 y los 19 afios, 109 pacientes se incluyeron en el grupo
de edad comprendido entre 20 y 39 afios y 46 pacientes tenian una edad > 40
anos. El tiempo de residencia en Espafa fue inferior a 3 afios en 73 pacientes
y > 3 afios en 93 pacientes. En funcion de la forma clinica de la enfermedad,
99 pacientes se incluyeron en el grupo de asintomaticos y 67 presentaron
sintomatologia en la fase crénica de la enfermedad de Chagas.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
resultado de serologia convencional mediante IFI y ELISA antes del
tratamiento con benznidazol en funcion del grupo de edad ni de la forma
clinica de la enfermedad. No obstante, la diferencia en los titulos de IFI fue
estadisticamente significativa en funcion de los afios de residencia en Espafa.
Asi, el nimero de pacientes con un titulo de IFI superior a 1/160 fue
significativamente superior en aquellos pacientes cuyo periodo de estancia en
Espafa fue inferior a tres afios (97,2%; p=0,043), reflejando, probablemente,
un periodo de tiempo menor desde el momento de la infeccidén hasta la
realizacion de las pruebas. Por el contrario, no se observaron diferencias
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estadisticamente significativas en los de indices de ELISA en funcion de los
anos de residencia en Espafa. Estos resultados se muestran en la tabla IVV.11.

Tabla 1'V.11. Resultados de serologia convencional mediante técnica de IFI y
ELISA antes del tratamiento con benznidazol en la cohorte estudiada segun la edad,
el tiempo de residencia en Espafia y la forma clinica de la enfermedad.

ELISA N/total (%)

IFI Nitotal (%) |

Variable 1/80 1/160 p 1-4 4-8 8-12
Grupos de edad
4-19 afios 0/11 11/11 0/11 7/11 4/11
0) (100) 0) (63,6) (36,4)
N 8/109 101/109 15/109 58/109 36/109
20-39afios 2 gpe) O 137y 532)  (669) O0°
N 4/46 42146 8/46 23/46  15/46
>40 anos
(8,7) (91,3) (17,4) (50) (32,6)
Tiempo de residencia en Espafia
. 2/73 71/73 9/73 3773 27/73
<3 afnos
(2,8) (97,2) | (12,3) (50,6) (37,1) 50,05
3 afios 10/93  83/93 14/93  51/93  28/93
- (10,7)  (89,3) (15) (54,8) (30,2)
Forma clinica de la enfermedad
CcC 7/99 92/99 10/99  54/99  35/99
Asintomatico  (7,1) (92,9) | (10,2) (545 (35,3) 50,05
CcC 5/67 62/67 13/67  34/67  20/67
Sintomatico  (7,5) (92,5) (29,4 (50,7) (29,9)

N, numero de pacientes. Total, numero total de pacientes.

Resultados de serologia después del tratamiento con benznidazol

Al estudiar la variacion en los niveles de anticuerpos en los diferentes
controles post-tratamiento en la poblacién estudiada, se observo que el
porcentaje de pacientes con un determinado valor de anticuerpos mediante
IFI/ELISA se mantuvo sin diferencias significativas durante los controles
post-tratamiento.
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Los resultados obtenidos mediante ambas técnicas seroldgicas se
muestran en la tabla 1V.12 y figura IVV.3 para IFl y tabla IVV.13 y figura 1V.4
para ELISA. En las figuras, no se han representado los resultados de los
controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo nimero de
pacientes incluidos.

Tabla 1V.12. Resultado de la técnica seroldgica IFI [N/Total, (%)] en los diferentes
controles post-tratamiento con benznidazol.

IFI TO Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7
: 1/86  2/21
Negativa 0 0 0 0 (11)  (9.5) 2/17 0
1/30 17/166 22/120 24/101 18/90 19/86 4/21 217 23

(10,2) (18,1) (235) (19.9) (22,2) (19)

149/166 98/120 79/101 72/90 66/86 15/21
1/160 (89,8) (80,9) (76,5 (80,1) (76,7) (71,5) 317173

N, nimero de pacientes. Total, nimero total de pacientes. Los porcentajes no se han
indicado en los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo nUmero
de pacientes. TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias
post-tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-
tratamiento.
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Figura 1V.3. Representacion grafica de los resultados expresados en tanto por
ciento obtenidos mediante la técnica seroldgica IFI antes del tratamiento y en los
diferentes controles post-tratamiento con benznidazol. No se han representado los
resultados de los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo
nimero de pacientes. TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2,
150 dias post-tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-
tratamiento. T5, segundo afo post-tratamiento.
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Tabla 1VV.13. Resultado de la técnica serologica ELISA [N/Total, (%)] en los
diferentes controles post-tratamiento con benznidazol.

TO
: 1/86 2121
Negativa 0 0 0 0 (1.1) (9.5) 2117 0
1-4 23/166  6/120  5/101  12/90  9/86 3/21 0 0
(139) (6 (5)  (134) (10,6) (144)
48 88/166 57/120 59/101 54/90 59/86  14/21 817 1/3

(53) (47) (58,4) (60)  (68,6) (66,6)

55/166 57/120 37/101 24/90 17/86 2/21
812 @31) @ @66 (266 197 (95 B

N, nimero de pacientes. Total, nimero total de pacientes. Los porcentajes no se han
indicado en los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo nUmero
de pacientes. TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias
post-tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-
tratamiento.
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Figura 1V.4. Representacion grafica de los resultados expresados en tanto por
ciento obtenidos mediante la técnica seroldgica ELISA antes del tratamiento y en los
diferentes controles post-tratamiento con benznidazol. No se han representado los
resultados de los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo
nimero de pacientes. TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2,
150 dias post-tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-
tratamiento. T5, segundo afio post-tratamiento.

Del total de 166 pacientes estudiados, 3 de ellos (1,8%), presentaron un
resultado negativo de IFI y ELISA durante el periodo de seguimiento,
pudiendo garantizar su curacion en la fase cronica de la enfermedad de
Chagas por la ausencia de anticuerpos anti-T. cruzi al presentar dos pruebas
seroldgicas convencionales negativas. El primer caso fue un hombre de 44
afios de edad, boliviano, con enfermedad de Chagas crénica cardiaca que
presentd un resultado negativo de IFI y ELISA en el control tercer afio post-
tratamiento. El segundo caso fue una mujer de 35 afos, ecuatoriana, con
enfermedad de Chagas cronica mixta cardiaca-digestiva que presentd un
resultado negativo de IFI y ELISA en el control 420 dias y segundo afio post-
tratamiento. El tercer caso fue una mujer de 22 afios, boliviana, que presentd
un resultado negativo para ambas técnicas seroldgicas en el control 2° afio
post-tratamiento. En los tres casos destacaron valores de IFI y ELISA bajos
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antes del tratamiento (1/80-3,8; 1/80-1,2 y 1/80-1,9, respectivamente). Los
pacientes presentaron un resultado de PCR negativo antes y después del
tratamiento, indicando que en los tres casos existia un bajo nivel de
parasitemia. Ademas, el tiempo de residencia en Espafia, y por tanto fuera de
zona endémica, sin exposicion al parasito, fue superior a los tres afios para los
tres pacientes.

Un 98,2% de los pacientes (163/166) de la cohorte estudiada continud
con un resultado positivo para ambas técnicas seroldgicas durante todo el
periodo de estudio, no pudiéndose considerar en éstos la cura de la
enfermedad. Las diferencias en los indices de ELISA comparando el inicio
con los sucesivos controles post-tratamiento no fueron estadisticamente
significativas  (p=0,282).  Estas  diferencias tampoco  resultaron
estadisticamente significativas para los titulos de IFI (p>0,5). Dado que los
niveles de anticuerpos se mantuvieron elevados frente a los antigenos
empleados en las técnicas seroldgicas convencionales durante un tiempo
prolongado después del tratamiento, las técnicas de serologia convencional no
resultaron Utiles para la monitorizacion a corto plazo de la respuesta al
tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Titulacion sérica mediante IFI

En nuestro estudio, las pruebas seroldgicas convencionales continuaron
siendo positivas en el 98,2% (163/166) de los pacientes con enfermedad de
Chagas cronica, varios afios después del tratamiento con benznidazol
(resultados, 1V.2.3.1). Unicamente 3 pacientes presentaron resultado negativo
de IFI y ELISA en el primer, segundo Yy tercer afio de control post-tratamiento
con benznidazol respectivamente.

El siguiente objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar si tras la terapia
con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas crénica se producian
diferencias significativas en el nivel de anticuerpos detectable mediante
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serologia convencional a través de la técnica de IFI ensayando varias
diluciones para cada suero problema.

Con este fin, de la cohorte de 166 pacientes estudiada anteriormente, se
seleccionaron 40 pacientes (Material y métodos, grupo 3, apartado 111.10.4.)
de los cuales se conservaba muestra de suero congelada tanto de antes del
tratamiento como de los controles post-tratamiento: 150 y 420 dias y segundo
afio.

A diferencia del apartado anterior en el que la técnica de IFI se realiz
con tan sélo dos diluciones de cada suero, en esta ocasion se estudiaron 7
diluciones seriadas de cada suero problema, lo que permitiria establecer con
mayor precision la existencia de diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de anticuerpos en respuesta al tratamiento de los pacientes con
benznidazol.

En la tabla 1V.12 se muestran los resultados obtenidos mediante la
técnica de IFI ensayando 7 diluciones por cada suero problema antes del
tratamiento y a diferentes tiempos post-tratamiento con benznidazol.
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Tabla 1VV.12. Resultado de titulos de IFI antes del tratamiento con benznidazol y en
los controles post-tratamiento: 150 y 420 dias y segundo afio.

Controles post-tratamiento

Titulacion sueros Antes del tratamiento, T2 T4 T5
N (%) N (%) N (%) N (%)
Negativo 0 0 0 0
1/80 2 (5) 1(2,5) 4(10) 7(17,5)
1/160 4 (10) 11 (27,5 12(30) 6(15)
1/320 12 (30) 13(32,5) 11(27,5) 20 (50)
1/640 12 (30) 6 (15 7(17,5 4(10)
1/1280 5(12,5) 8(20) 5(12,5 1(2,5
1/2560 3(7,5) 1(2,5) 125 1(2,5)
1/5120 2 (5) 0 0 1(2,5)
Total 40 40 40 40

N, nimero de pacientes. T2, 150 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-
tratamiento. T5, segundo afio post-tratamiento.

La serologia mediante técnica de IFI realizando varias diluciones del
suero problema permanecié positiva dos afios después del tratamiento con
benznidazol en los 40 pacientes estudiados. Sin embargo, al estudiar la
variacion en conjunto de los titulos de anticuerpos en los diferentes tiempos
estudiados, se observo un descenso estadisticamente significativo al comparar
los valores obtenidos a los 150 dias post-tratamiento con respecto a los
obtenidos antes del tratamiento (p=0,023), asi como al comparar los valores
obtenidos a los 420 dias post-tratamiento con respecto a los obtenidos a los
150 dias (p=0,043). No obstante, no se observaron diferencias significativas
en los titulos de los sueros post-tratamiento al comparar los resultados
obtenidos a los 420 dias post-tratamiento con respecto a los del segundo afio
(p=0,453). Aunque la diferencia entre los titulos obtenidos antes del
tratamiento frente a los obtenidos en el control segundo afio post-tratamiento
fue estadisticamente significativa (p=0,003).
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En la figura IV.5 aparecen representados los resultados obtenidos en la
titulacion de los sueros de los 40 pacientes antes del tratamiento con
benznidazol y en los diferentes controles post-tratamiento.

25 1

20 - N

1/80
1/160
1/320
1/640
1/1280
1/2560
1/5120

%

1B 7 E
’
T

XXX

X

XXX

D000

X

V0000000000000

OSCRSTOTRRSEGT

_

T0 T2 T4 T5

2

Figura IV.5. Resultados titulacion IFI en los sueros de 40 pacientes antes del
tratamiento y en los diferentes controles post-tratamiento con benznidazol. Aparecen
representadas aquellas diferencias que resultaron estadisticamente significativas. TO,
antes del tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento.
T5, segundo afo post-tratamiento.

En base a las pruebas clinicas, estos 40 pacientes se dividieron en
cuatro grupos principales: Chagas cronico asintomatico (IND; n=18; 45%),
Chagas cronico cardiaco (CCC; n=13; 32,5%), Chagas cronico cardiaco-
digestivo (CCCDIG; n=6; 15%), y Chagas cronico digestivo (DIG; n=3;
7,5%). A su vez, los pacientes con afectacion cardiaca, se clasificaron en 3
subgrupos; pacientes con patologia cardiaca leve (K1; 4/13; 30,7%),
moderada (K2; 2/13; 15,4%) y grave (K3; 7/13; 53,9%) (Material y métodos,
grupo 3, apartado 111.10.4).

Antes del tratamiento con benznidazol, no existieron diferencias
significativas en el titulo obtenido dependiendo del estadio clinico de la
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enfermedad (p>0,05). Sin embargo, cuando se estudi6 la variacion en los
titulos de anticuerpos durante el seguimiento post-tratamiento atendiendo a la
forma clinica de la enfermedad, se observo que en los pacientes asintomaticos
(IND) no se produjo un descenso estadisticamente significativo en los titulos
de IFI en ningun control post-tratamiento. No obstante, en pacientes con
sintomatologia cardiaca (CCC), los titulos disminuyeron de forma
estadisticamente significativa a los 150 dias manteniendose a lo largo del
periodo de estudio (420 dias y 2° afio) con independencia de la afectacion
cardiaca que presentasen (K1, K2, K3). No se observd un descenso
estadisticamente significativo en los titulos de pacientes con sintomatologia
digestiva (DIG) ni en los pacientes con manifestaciones cardiacas y digestivas
(CCCDIG) en ningun control post-tratamiento.

Al analizar los resultados obtenidos de la titulacion de sueros mediante
técnica de IFI de manera individual en cada uno de los 40 pacientes del grupo
de estudio, un total de 26 pacientes (26/40; 65%) presentaron una disminucion
en el titulo de anticuerpos al comparar el resultado obtenido en suero previo al
tratamiento con benznidazol (TO) y el resultado obtenido en suero control
segundo afio post-tratamiento (T5). Esta disminucion fue de un titulo para 14
pacientes (14/40; 35%), de dos titulos para 6 pacientes (6/40; 15%) y en 6
pacientes (6/40; 15%) se observo un descenso > 4 titulos. Por el contrario, un
total de 7 pacientes (7/40; 17,5%) presenté un aumento en el titulo de
anticuerpos al comparar el resultado obtenido en suero previo al tratamiento
con benznidazol y el resultado obtenido en suero control de segundo afo post-
tratamiento, de estos, 2 pacientes presentaron un incremento de dos titulos y 5
pacientes presentaron un incremento de un titulo. Finalmente, en un total de 7
pacientes (7/40; 17,5%) se observo el mismo resultado de titulo de anticuerpos
en suero, no variando el resultado de IFI antes del tratamiento con
benznidazol y en suero control segundo afo post-tratamiento (tabla 1V.13).
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Tabla 1'V.13. Resultado de variacién en el titulo de anticuerpos mediante técnica de
IF1 de 40 pacientes con enfermedad de Chagas cronica al comparar los resultados de
inicio con los del segundo afio post-tratamiento con benznidazol.

Titulacién de anticuerpos N/Total; %

1 titulo 14/40; 35
2 titulos 6/40; 15
> 4 titulos 6/40; 15
1 titulo 5/40; 12,5
2 titulos 2/40; 5

N, nimero de pacientes. Total, nimero total de pacientes.

Las técnicas de serologia convencional no permiten garantizar a corto
plazo la curacién de los pacientes con enfermedad de Chagas cronica ya que
los niveles de anticuerpos frente a los antigenos empleados por estas técnicas
se mantienen persistentemente elevados muy a largo plazo. No obstante, si fue
posible observar una disminucion en los titulos de anticuerpos despues del
tratamiento con benznidazol cuando se utilizo la técnica de IFI ensayando
varias diluciones de cada suero problema. Esta disminucion en los niveles de
anticuerpos circulantes podria estar indicando un efecto beneficioso del
tratamiento con benznidazol y una evolucién hacia la curacion.

Un total de 8 pacientes (8/40; 20%) presentaron un resultado de PCR
positivo después del tratamiento en los controles estudiados. Con el objetivo
de evaluar si un incremento de la parasitemia en sangre periférica detectado
mediante PCR producia una modificacion en los niveles de anticuerpos en
dicho control se evaluaron los resultados obtenidos.

En conjunto, se observa que no existen diferencias en el resultado del
titulo de anticuerpos de los sueros testados en funcion de un resultado de PCR
positivo 0 negativo ni antes del tratamiento ni en los diferentes controles post-
tratamiento con benznidazol (p>0,05) en la cohorte de 40 pacientes estudiada.
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En la tabla IV.14 se muestran los resultados de la titulacion de
anticuerpos en los 4 tiempos de estudio en pacientes con resultado de PCR
positivo en algin control post-tratamiento. En la figura 1V.6 se realiza una
representacion grafica de tales valores.

Tabla 1VV.14. Resultados de la titulacion de anticuerpos en los 4 tiempos de estudio
en pacientes con resultado de PCR positivo en algin control post-tratamiento.

Titulo de anticuerpos mediante

IFI
PCR Forma TO T2 T4 T5

Paciente:

positiva: clinica:
1 T2 IND 1280 1280 1280 2560
2 TO, TS CCCDIG 640 640 640 640
3 TO, T4, T5 CCC 2560 320 640 320
4 T0, T4 CCCDIG 5120 2560 2560 640
5 T0, T4 IND 640 640 640 1280
6 T0, T4 IND 320 160 160 160
7 T5 CcC 320 160 160 160
8 TO, TS IND 640 160 320 160

IND, Chagas crénico asintomatico/indeterminado. CCC, Chagas cronico cardiaco.
DIG, Chagas crénico digestivo. CCCDIG, Chagas cronico mixto cardiaco y
digestivo. *, muestra no disponible. TO, antes del tratamiento. T2, 150 dias post-
tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5, segundo afio post-tratamiento.
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Figura IV.6. Resultados titulacion IFI a escala en los sueros de 8 pacientes con
algln control de PCR post-tratamiento positivo. TO, antes del tratamiento. T2, 150
dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5, segundo afio post-
tratamiento. El titulo de anticuerpos aparece representado en diferente escala.

No se observo en ninguno de los 8 casos, un incremento en el titulo de
anticuerpos, en el control con resultado de parasitemia detectable mediante
PCR.

Por lo tanto, la existencia de picos de parasitemia a lo largo del curso
prolongado de la enfermedad de Chagas crénica, no se tradujo en un
incremento en el nivel de anticuerpos circulantes. No obstante, el bajo numero
de pacientes incluidos en este grupo (n=8) no permite llegar a conclusiones y
sera necesario continuar el estudio cuando se consiga un numero mayor de
pacientes.
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IVV.2.3.2. Serologia con péptidos recombinantes

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta ahora, las técnicas
seroldgicas convencionales no resultaron Gtiles para monitorizar la respuesta
al tratamiento con benznidazol a corto plazo en pacientes chagasicos cronicos,
y tan sélo la IFI ensayando varias diluciones de cada suero problema permitio
observar un descenso en los titulos de anticuerpos anti-T. cruzi después del
tratamiento. La serologia convencional utiliza como antigeno bien el parasito
completo o bien extractos solubles que contienen una mezcla compleja de
antigenos. Tal como se ha demostrado previamente (resultados, apartado
IV.2.3.1), los niveles de anticuerpos anti-T. cruzi frente a estos antigenos
persisten elevados durante afios tras el tratamiento farmacoldgico con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas crénica.

Las pruebas seroldgicas no convencionales utilizan antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos para la determinacién de anticuerpos en
pacientes con enfermedad de Chagas. Estudios previos demostraron que los
péptidos de T. cruzi: KMP11, HSP70 y PFR2 actuaban como antigenos
inmunodominantes en pacientes chagasicos (Fernandez-Villegas et al., 2011).

Con el objetivo de evaluar la utilidad de la serologia no convencional
para monitorizar la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica, se ensayd, en la misma cohorte de 40
pacientes del apartado anterior (materiales y métodos, grupo 3, apartado
[11.10.4), la reactividad antigénica frente a tres péptidos recombinantes de T.
cruzi (KMP11, HSP70 y PFR2). Se estudio el nivel de anticuerpos antes del
tratamiento y a diferentes tiempos post-tratamiento con benznidazol mediante
técnica ELISA (materiales y métodos, apartado 111.7.2.).

Expresion y purificacion de los péptidos recombinantes de T. cruzi
KMP11, HSP70 y PFR2

Los péptidos recombinantes KMP11, HSP70 y PFR2 fueron sobre-
expresados en la cepa E. coli M15 y fueron purificados mediante columnas de
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afinidad de niquel. Los péptidos recombinantes se analizaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), detectandose su
posicion con una tincién con azul de Coomasie (figura 1V.7).

MW (kDa)  KMP11 MW (kDa) HSP70 PFR2

100 — 116,2 — ==

157 v 97,4 — — :

50— . 66.2 — —

25— 31.0— —

20—

10—
Gel al 16%. Marcador: Prestained Gel al 12%. Marcador: Precison Plus
SDS-PAGE Standars Protein

Figura 1V.7. Purificacion de proteinas KMP11, HSP70 y PFR2. Las proteinas se
analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y tincion
con azul de Coomassie.

Reconocimiento de KMP11, HSP70 y PFR2 por el suero de pacientes con
enfermedad de Chagas cronica antes del tratamiento con benznidazol.

Segun Fernandez-Villegas et al (2011), los péeptidos recombinantes de
T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 reaccionan especificamente con los sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas. Con el objetivo de verificarlo en nuestra
cohorte de pacientes, se determind mediante ELISA la reactividad de los
sueros en la cohorte de 40 pacientes chagasicos (materiales y métodos,
apartado 111.10.4.) y en un grupo control de 22 personas sanas (materiales y
Métodos, apartado 111.10.4.).

La tabla I\VV.15 muestra los resultados de densidad dptica en sueros del
grupo de personas sanas y en sueros del grupo de pacientes chagasicos.
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Tabla 1VV.15. Media y desviacion tipica de los valores de densidad Optica obtenidos

mediante técnica ELISA utilizando los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11,

HSP70 y PFR2 en sueros del grupo control y pacientes con enfermedad de Chagas
cronica.

Densidad 6ptica

KMP11, X+ HSP70, X+ PFR2 Xz

DT DT DT
Control 0,053 + 0,116 0,329 +
N= 22 0,055 0,104 0,248

Pac'e”:;f;o:siﬁfggirzgdad de 0,949 + 1,194 + 1,201 +
g 0,801 0,628 0,604

N=40

N, numero de pacientes. X, media. DT, desviacion tipica.

La diferencia en la reactividad de los sueros del grupo control frente a
los sueros de pacientes chagasicos fue estadisticamente significativa frente a
los tres péptidos recombinantes de T. cruzi ensayados (p=0,001).
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Figura 1V.8. Comparativa de la reactividad antigénica frente a los péptidos
recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 de los sueros de personas sanas y
con enfermedad de Chagas (EC). La reactividad de los sueros de 22 personas del
grupo control y 40 pacientes chagasicos se ensay0 mediante ELISA frente a
KMP11, HSP70 y PFR2 antes del tratamiento con benznidazol. Los datos se
expresaron en valores de densidad Optica (D.O.). Los valores de p se obtuvieron
mediante el test de Wilcoxon y las diferencias estadisticamente significativas
aparecen sefialadas (p<0,05). Los valores de D.O. del porcentaje de pacientes
comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen representados como cajas verticales y
la mediana correspondiente como una linea horizontal en el interior de la caja. Las
barras de error representan los intervalos del 10% y el 90% y aquellos valores no
comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen representados como puntos.

Al estudiar los resultados de reactividad antigénica frente a los péptidos
recombinantes de T. cruzi en la cohorte de 40 pacientes con enfermedad de
Chagas cronica antes del tratamiento con benznidazol, se han considerado
variables demogréaficas (edad), epidemiologicas (tiempo de residencia en
Espafia) y clinicas (pacientes sintomaticos o asintomaticos) (materiales y
métodos, apartado 111.10.4). Asi, un total de 24 pacientes presentaron una edad
comprendida entre los 9 y 39 afios y 16 pacientes tenian una edad > 40 afios.
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El tiempo de residencia en Espaiia fue inferior a 3 afios en 15 pacientes y > 3
afios en 25 pacientes. En base a las pruebas clinicas, los pacientes se
dividieron en cuatro grupos principales: Chagas cronico asintomatico (IND;
n=18; 45%), Chagas crénico cardiaco (CCC; n=13; 32,5%), Chagas cronico
cardiaco-digestivo (CCCDIG; n=6; 15%) y, Chagas cronico digestivo (DIG;
n=3; 7,5%). A su vez, los pacientes con afectacion cardiaca, se clasificaron en
3 subgrupos; pacientes con patologia cardiaca leve (K1; 4/13; 30,7%),
moderada (K2; 2/13; 15,4%) y grave (K3; 7/13; 53,9%).

Teniendo en cuenta el rango de edad de los pacientes, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el resultado de reactividad
antigénica frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi obtenido en los
distintos grupos de edad (p>0,05). Cuando se estudio la respuesta antigénica
frente a KMP11, HSP70 y PFR2 en la poblacion a estudio en funcién de los
aflos de residencia en Espafia, tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). Finalmente, tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas al comparar los valores de
reactividad antigénica frente a KMP11, HSP70 y PFR2 en los distintos grupos
de pacientes chagasicos cronicos en funcién de la forma clinica de la
enfermedad (p>0,05). Por lo tanto, estos antigenos son reconocidos
especificamente por los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas
independientemente de la edad, los afios de residencia en Espafia, y la forma
clinica de la enfermedad (tabla 1V.16).
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Tabla 1VV.16. Media y desviacion tipica de los valores de densidad Optica obtenidos
mediante técnica ELISA frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11,
HSP70 y PFR2 en sueros de pacientes con enfermedad de Chagas cronica en
funcion del grupo de edad, los afios de residencia en Espafia y la forma clinica de la
enfermedad.

Densidad oOptica

Variable KMP11, X+ DT HSP70, X+ DT PFR2, X£DT
Grupos de edad

9-39 afios 0,972 +0,78 1,318+ 0,6 1,262 + 0,568
N=24

> 40 afios 0,913+£0,855  1,247+£0,679 1,111 +0,664
N=16

Afios de residencia en Espafa

< 3 afios 1,206 £1,019  1,423+0,544 1,197 £ 0,695
N=15

> 3 afios 0,794 £0,608 1,056 +0,645 1,204 +0,559
N=25

Forma clinica

Pacientes asintomaticos 0,925+ 0,758 1,318+ 0,745 1,27 £ 0,54
N=18
Pacientes sintomaticos 0,968+ 0, 851 1,092+ 0,51 1,145 £+ 0,66
N=22
Pacientes CCC 1,002 + 1,04 1,106 + 0,482 1,162 + 0,635
N=13
Pacientes DIG 0,993+10,136 0,936 £0,554 1,753 +0,302
N=3
Pacientes CCCDIGN=6 0,88 + 0,656 1,139+ 0,629 0,806 + 0,681

CCC, pacientes con enfermedad de Chagas cronica sintomatologia cardiaca. DIG,
pacientes con enfermedad de Chagas cronica sintomatologia digestiva. CCCDIG,
pacientes con enfermedad de Chagas cronica sintomatologia mixta: cardiaca y
digestiva. X, media. DT, desviacion tipica.

Con el fin de determinar si existia alguna correlacion entre la
reactividad detectada en el suero de cada uno de los pacientes con enfermedad
de Chagas cronica frente a los péptidos recombinantes ensayados, se llevo a
cabo un analisis de correlacién pareado. Este andlisis permitio estudiar si los
sueros de los pacientes, en funcion de la forma clinica de la enfermedad de
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Chagas, reaccionaban de manera similar frente a los 3 péptidos recombinantes
estudiados. Se observo una correlacion estadisticamente significativa en la
reactividad frente a KMP11 y PFR2, con valores de r=0,994 (p=0,01) para
pacientes con sintomatologia digestiva y valores de r=0,822 (p=0,01) para
pacientes con sintomatologia mixta cardiaca y digestiva. No se observo
correlacion estadisticamente significativa ni en el grupo de pacientes con
enfermedad de Chagas asintomatica ni en el grupo de pacientes con
enfermedad de Chagas cronica cardiaca frente a los tres péptidos
recombinantes estudiados.

Modificacion del reconocimiento antigénico tras tratamiento con
benznidazol

El analisis de la reactividad antigénica frente a los péptidos
recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 en los sueros de pacientes
con enfermedad de Chagas cronica a diferentes tiempos post-tratamiento con
benznidazol, demostr6 un descenso estadisticamente significativo en la
mayoria de los pacientes. Esta disminucion tuvo lugar a diferentes tiempos
post-tratamiento en funcion del antigeno estudiado y se mantuvo a lo largo de
todo el periodo de estudio (figura 1V.9). Asi, el descenso en los valores de
D.O. de KMP11 en pacientes chagasicos cronicos se produjo mas tarde en el
tiempo que para HSP70 y PFR2 (420 dias (T4), KMP11 y 150 dias (T2),
HSP70 y PFR2).
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Figura 1V.9. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigénico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 40 pacientes con enfermedad
de Chagas cronica determinado mediante técnica ELISA antes del tratamiento con
benznidazol (T0), y después del tratamiento a los 150 dias (T2), 420 dias (T4) y 2°
afio (T5). Los datos estdn expresados en valores de densidad oOptica (D.O.). Los
valores de p se obtuvieron mediante el test de Wilcoxon y las diferencias
estadisticamente significativas aparecen sefialadas (p<0,05). Los valores de D.O. del
porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen representados
como cajas verticales y la mediana correspondiente como una linea horizontal en el
interior de la caja. Las barras de error representan los intervalos del 10% y el 90%.

Ademas, se encontraron diferencias en la reactividad antigénica frente a
los péptidos recombinantes de T. cruzi en los diferentes tiempos post-
tratamiento en funcion de la forma clinica de la enfermedad. Asi, en los
pacientes asintomaticos (IND) se observd un descenso estadisticamente
significativo en la reactividad frente a HSP70 y PFR2 a los 150 dias (T2) post-
tratamiento que se mantuvo a lo largo del periodo de estudio (T4 y T5) (figura
1V.10).
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Figura 1V.10. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigénico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 18 pacientes con enfermedad
de Chagas cronica asintomatica (IND) determinado mediante técnica ELISA antes
del tratamiento con benznidazol (T0), y después del tratamiento a los 150 dias (T2),
420 dias (T4) y 2° afo (T5). Los datos estan expresados en valores de densidad
Optica (D.O.). Los valores de p se obtuvieron mediante el test de Wilcoxon y las
diferencias estadisticamente significativas aparecen sefialadas (p<0,05). Los valores
de D.O. del porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen
representados como cajas verticales y la mediana correspondiente como una linea
horizontal en el interior de la caja. Las barras de error representan los intervalos del
10% y el 90%.

En los pacientes sintomaticos se observo un descenso estadisticamente
significativo en la reactividad frente a KMP11 y HSP70 a los 420 dias (T4)
gue se mantuvo a lo largo del periodo de estudio (T5) y frente a PFR2 a los
150 dias (T2), manteniéndose también a lo largo del periodo de estudio (T4 y
T5) (figura 1V.11).
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Figura I1V.11. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigénico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 22 pacientes con enfermedad
de Chagas sintomética (SINT ) determinado mediante técnica ELISA antes del
tratamiento con benznidazol (TO), y después del tratamiento a los 150 dias (T2), 420
dias (T4) y 2° afio (T5). Los datos estdn expresados en valores de densidad Optica
(D.0.). Los valores de p se obtuvieron mediante el test de Wilcoxon y las
diferencias estadisticamente significativas aparecen sefialadas (p<0,05). Los valores
de D.O. del porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen
representados como cajas verticales y la mediana correspondiente como una linea
horizontal en el interior de la caja. Las barras de error representan los intervalos del
10% y el 90%.

En pacientes con sintomatologia cardiaca (CCC), la reactividad
disminuydé de forma estadisticamente significativa frente a todos los antigenos
estudiados a diferentes tiempos, para KMP11 al segundo afio (T5), y para
HSP70 y PFR2 a los 420 dias (T4) manteniéndose a lo largo del periodo de
estudio (T5) (figura 1V.12)
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Figura 1\V.12. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigénico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 13 pacientes con enfermedad
de Chagas sintomatica cardiaca (CCC) determinado mediante técnica ELISA antes
del tratamiento con benznidazol (TO), y después del tratamiento a los 150 dias (T2),
420 dias (T4) y 2° afo (T5). Los datos estan expresados en valores de densidad
Optica (D.O.). Los valores de p se obtuvieron mediante el test de Wilcoxon y las
diferencias estadisticamente significativas aparecen sefialadas (p<0,05). Los valores
de D.O. del porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen
representados como cajas verticales y la mediana correspondiente como una linea
horizontal en el interior de la caja. Las barras de error representan los intervalos del
10% y el 90%.

Cuando se evalud en detalle el estadio clinico de los pacientes cardiacos
se observd un descenso estadisticamente significativo en el reconocimiento de
HSP70 (a T4 y T5) y PFR2 (a T5) en los pacientes con enfermedad cardiaca
avanzada (K3) (figura 1V.13). Sin embargo, este descenso no se aprecid en
ninguno de los antigenos estudiados para los pacientes con manifestaciones
leves 0 moderadas de cardiopatia (K1 y K2) (datos no representados en
figura).
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Figura 1V.13. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigénico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 7 pacientes con enfermedad de
Chagas sintomatica cardiaca en estadio avanzado (K3) determinado mediante
técnica ELISA antes del tratamiento con benznidazol (T0), y después del tratamiento
a los 150 dias (T2), 420 dias (T4) y 2° afio (T5). Los datos estdn expresados en
valores de densidad éptica (D.O.). Los valores de p se obtuvieron mediante el test de
Wilcoxon y las diferencias estadisticamente significativas aparecen sefialadas
(p<0,05). Los valores de D.O. del porcentaje de pacientes comprendidos entre el
25% vy el 75% aparecen representados como cajas verticales y la mediana
correspondiente como una linea horizontal en el interior de la caja. Debido al bajo
nimero de pacientes incluidos en este grupo no se han representado las barras de
error.

No se observd un descenso estadisticamente significativo en la
reactividad frente a ninguno de los péptidos recombinantes estudiados en
pacientes con sintomatologia digestiva (DIG) (figura 1V.14).
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Figura 1V.14. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigenico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 3 pacientes con enfermedad de
Chagas sintomaética digestiva (DIG) determinado mediante técnica ELISA antes del
tratamiento con benznidazol (TO), y después del tratamiento a los 150 dias (T2), 420
dias (T4) y 2° afio (T5). Los datos estdn expresados en valores de densidad Optica
(D.0.). Los valores de p se obtuvieron mediante el test de Wilcoxon y las
diferencias estadisticamente significativas aparecen sefialadas (p<0,05). Los valores
de D.O. del porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y el 75% aparecen
representados como cajas verticales y la mediana correspondiente como una linea
horizontal en el interior de la caja. Debido al bajo nimero de pacientes incluidos en
este grupo no se han representado las barras de error.

En los pacientes con manifestaciones cardiacas y digestivas (CCCDIG),
solo se aprecié un descenso estadisticamente significativo en la reactividad
frente a KMP11 a los 420 dias (T4) manteniéndose a lo largo del periodo de
estudio (T5) (figura IV.15).
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Figura 1V.15. Efecto del tratamiento con benznidazol sobre el reconocimiento
antigenico de KMP11, HSP70 y PFR2 en el suero de 6 pacientes con enfermedad de
Chagas sintomatica cardiaca y digestiva (CCCDIG) determinado mediante técnica
ELISA antes del tratamiento con benznidazol (T0), y despues del tratamiento a los
150 dias (T2), 420 dias (T4) y 2° afio (T5). Los datos estan expresados en valores de
densidad éptica (D.O.). Los valores de p se obtuvieron mediante el test de Wilcoxon
y las diferencias estadisticamente significativas aparecen sefialadas (p<0,05). Los
valores de D.O. del porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% y el 75%
aparecen representados como cajas verticales y la mediana correspondiente como
una linea horizontal en el interior de la caja. Debido al bajo niUmero de pacientes
incluidos en este grupo no se han representado las barras de error.

En la tabla IV.17 se resume el momento en el que se produce el
descenso estadisticamente significativo en el reconocimiento antigénico de los
péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 en funcion del
estadio clinico de la enfermedad de Chagas crénica.
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Tabla 1\VV.17. Comparativa de los diferentes tiempos en los que se produce un
descenso significativo en el reconocimiento antigénico en funcion del péptido
recombinante estudiado y la forma clinica de la enfermedad.

Forma clinica de la enfermedad

Peptido IND SINT CCC CCCKl1l CCCK2 CCCK3 DIG CCCDIG

KMP11 * T4 T5  * * * * T5
HSP70 T2 T4 T4  * * T4 O+ *
PFR2 T2 T2 T4  * * ™5 * *

IND, pacientes con enfermedad de Chagas cronica indeterminada. SINT, pacientes
con enfermedad de Chagas cronica sintomatica. CCC, pacientes con enfermedad de
Chagas cronica cardiaca. CCCK1, CCCK2 y CCCKa3, pacientes con enfermedad de
Chagas cronica cardiaca en estadio Kuchnir 1, 2 y 3 respectivamente. DIG, pacientes
con enfermedad de Chagas cronica digestiva. CCCDIG, pacientes con enfermedad
de Chagas cronica mixta cardiaca y digestiva. *No descenso significativo. TO, antes
del tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. T5,
segundo afio post-tratamiento.

De acuerdo con nuestros resultados, el descenso en el reconocimiento
de los péptidos recombinantes de T. cruzi estudiados tras el tratamiento de los
pacientes con enfermedad de Chagas crénica con benznidazol esta regulado
diferencialmente en funcion del estadio clinico de la enfermedad.

De este modo, los niveles de anticuerpos frente a KMP11, descendieron
significativamente después del tratamiento en el suero de los pacientes
sintomaticos pero no en aquellos que eran asintomaticos. EIl descenso en el
nivel de anticuerpos ocurrid a los 420 dias post-tratamiento. Cuando se
estudio en detalle segun el tipo de sintomatologia, se observé que el descenso
ocurrié en pacientes cardiacos y con sintomatologia mixta al segundo afio
post-tratamiento.
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Cuando el analisis se hizo frente a HSP70, se observo un descenso
estadisticamente significativo en el nivel de anticuerpos después del
tratamiento tanto en pacientes asintomaticos como sintomaticos. En los
pacientes asintomaticos ocurrio a los 150 dias post-tratamiento y en aquellos
que presentaban manifestaciones clinicas acontecio a los 420 dias tras el
tratamiento. Sin embargo, cuando se analiz6 en detalle segin el tipo de
sintomatologia, se observo que este descenso ocurrid Unicamente en pacientes
cardiacos. En la subclasificacién de este grupo en base a la gravedad de la
patologia cardiaca, solo aquellos que se encontraban en estadio 3 de Kuschnir
presentaron una diferencia estadisticamente significativa a los 420 dias post-
tratamiento.

Por ultimo, los niveles de anticuerpos frente al péptido recombinante
PFR2 disminuyeron de forma significativa tras el tratamiento, tanto en
pacientes asintomaticos como sintomaticos. En ambos casos, el descenso tuvo
lugar a los 150 dias después del tratamiento. Al estudiar en detalle la variacién
de los niveles de anticuerpos frente a PFR2 en los pacientes sintomaticos, se
observo que el descenso fue estadisticamente significativo a los 420 dias post-
tratamiento en los pacientes cardiopatas. En la subclasificacion de este grupo,
la disminucion fue estadisticamente significativa en pacientes en estadio 3 de
Kuschnir al segundo afo post-tratamiento.

La serologia no convencional utilizando los péptidos recombinantes de
T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 demostro la no curacion de los pacientes en
el periodo de estudio. No obstante, los sueros frente a los péptidos
recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 muestran un descenso
estadisticamente significativo en su reactividad a diferentes tiempos post-
tratamiento, indicando un posible efecto beneficioso del tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica. La demostracion
del descenso significativo en la reactividad en funcion de la forma clinica de
la enfermedad se realizé en un bajo ndmero de pacientes, por lo que sera
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necesario ampliar el tamafio muestral para poder llegar a resultados
concluyentes.

Estudio de la respuesta antigénica de los péptidos recombinantes de T.
cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 en funcion de los resultados de PCR

Con el fin de estudiar la influencia de un resultado de parasitemia
detectable mediante PCR en la reactividad de los sueros de pacientes
chagasicos cronicos frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11,
HSP70 y PFR2, se estudiaron los resultados de densidad oOptica obtenidos en
funcidn del resultado de parasitemia evaluado mediante PCR.

- Resultados de PCR antes del tratamiento con benznidazol

Un total de 25 pacientes de la cohorte estudiada (25/40; 62.5%)
(materiales y métodos, apartado 111.10.4) presentaron un resultado positivo de
PCR antes del tratamiento (TO0).

Cuando el resultado de parasitemia evaluado mediante PCR fue
estudiado conjuntamente con el reconocimiento de los diferentes péptidos
recombinantes de T. cruzi, solo se observo una disminucién estadisticamente
significativa en la reactividad frente a KMP11 antes de iniciar el tratamiento
(TO) en aquellos pacientes cuya PCR fue negativa comparados con los
pacientes con resultado de PCR positivo antes del tratamiento (tabla 1V.18).
No obstante, en estos pacientes no se aprecid descenso en la reactividad frente
HSP70 ni PFR2 (p>0,5).
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Tabla 1VV.18. Media y desviacion tipica de los valores de densidad Optica obtenidos
mediante técnica ELISA utilizando los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11,
HSP70 y PFR2 en sueros de pacientes con enfermedad de Chagas cronica en
funcion del resultado de PCR antes del tratamiento con benznidazol.

Resultado de PCR Media Desv. tip. Media Desv. tip. Media Desv. tip.

Positiva N=25 1,21 0,87 1,28 0,53 1,21 0,6

Negativa N=15 0,5 0,35 1,03 0,75 1,18 0,62

N, niomero de pacientes. Desv. tip., desviacion tipica. Las diferencias
estadisticamente significativas aparecen reflejadas en negrita y color rojo.

- Resultados de PCR después del tratamiento con benznidazol

De los 40 pacientes estudiados, 8 (8/40; 20%) (materiales y métodos,
apartado 111.10.4) presentaron alguin control de PCR post-tratamiento positivo
a los 150 dias (T2; 1 paciente), 420 dias (T4; 4 pacientes) y 2 afio (T5; 4
pacientes). Tan solo una paciente presentd positivo mas de un control post-
tratamiento (T4 y T5).

Con el objetivo de evaluar si un incremento de la parasitemia en sangre
periférica post-tratamiento detectado mediante PCR producia una
modificacion en los niveles de anticuerpos en dicho control post-tratamiento
detectable mediante serologia no convencional utilizando los péptidos
recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2, se compararon en un
analisis estadistico los resultados obtenidos mediante PCR y ELISA.

En la tabla 1V.19 se muestran los resultados de los niveles de
anticuerpos frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi estudiados en los
diferentes tiempos analizados en pacientes con resultado de PCR positivo en
algun control post-tratamiento.
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Tabla 1VV.19. Valores de D.O. de los 8 pacientes con algun resultado de PCR post-
tratamiento positivo frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70
y PFR2.

062 02 02 02 21 18 19 15 15 15 13 09

o8 06 02 02 15 12 11 15 03 02 05 03

34 34 18 12 18 18 17 19 14 14 05 06

11 o7 06 05 18 16 12 14 08 06 05 04

14 12 15 15 21 16 12 13 09 O7 04 04

12 09 09 12 09 06 04 O6 12 11 11 08

N[OOI WIN| )

o6 o7 06 05 04 03 02 03 21 21 21 21

8 09 05 04 05 18 09 13 13 18 16 12 11

P, paciente. TO, antes del tratamiento con benznidazol. T2,150 dias post-tratamiento.
T4, 420 dias post-tratamiento. T5, segundo afio post-tratamiento. En negrita aparece
representado el control en el que la PCR fue positiva.

En los valores representados en la tabla anterior, se observa una
disminucion en la reactividad del suero del paciente frente a los péptidos
recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 en los diferentes controles
post-tratamiento, con independencia de un resultado de parasitemia positivo
evaluado mediante PCR. No obstante, dado que el nimero de pacientes con
algun/algunos control/es de PCR positivo/s (n=8) es muy pequefio, resulta
dificil extraer conclusiones a este nivel.

En las siguientes figuras aparecen representados los valores de
reactividad frente a los péptidos antigénicos obtenidos en los 8 pacientes que
presentaron algun control de PCR positivo durante el periodo de seguimiento.
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Figura 1V.16. Representacion en escala de los valores de densidad Optica obtenidos
por los pacientes 1, 2, 3 y 4 con algun/varios control/es de PCR post-tratamiento
positivo/s.
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Figura 1V.17. Representacion en escala de los valores de densidad Optica obtenidos
por los pacientes 5, 6, 7 y 8 con algun control de PCR post-tratamiento positivo.
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IV.3. Monitorizacién de los niveles de Oxido nitrico en pacientes con
efectos adversos al tratamiento con benznidazol

Es bien conocido el papel de los macréfagos como primera linea de
defensa en la infeccién del ser humano por T. cruzi. El 6xido nitrico es el
mediador fundamental que permite acabar con el parasito en el interior del
macréfago gracias a la generacion de radicales libres de oxigeno que acaban
por destruir a T. cruzi. Se ha descrito que el benznidazol activa a los
macréfagos, y por tanto, la produccién de oOxido nitrico. Sin embargo, la
elevada concentracion de los intermediarios libres de oxigeno derivados del
metabolismo del 6xido nitrico también generan dafio en las células del ser
humano

Asi, se ha descrito la implicacion del oOxido nitrico en procesos
inflamatorios. Nuestro objetivo fue estudiar si los niveles de éxido nitrico se
encontraban aumentados en aquellos pacientes que tras ser tratados con
benznidazol presentaron reacciones adversas inflamatorias graves comoartritis
migratoria o reacciones cutaneas de tipo inflamatorio. Para ello, se determino
la concentracion de 6xido nitrico en sueros de pacientes con enfermedad de
Chagas cronica que presentaron reacciones adversas al tratamiento. Se
midieron los niveles de oxido nitrico antes de iniciar el tratamiento con
benznidazol y a los 90 dias post-tratamiento.

En total, 67 pacientes fueron incluidos en el estudio (Material y
métodos, grupo 5, apartado 111.10.6). De estos, 16 (16/67; 23,8%) individuos
formaron el grupo control al tratarse de personas sin enfermedad de Chagas.
El resto de pacientes (51/67; 76,2%) estaban diagnosticados de enfermedad de
Chagas cronica. De estos, 20 (20/67; 29,8%) pacientes no presentaron efectos
adversos al tratamiento con benznidazol, mientras que, 31 (31/67; 46,4%)
pacientes presentaron reacciones secundarias al tratamiento farmacolégico.
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Concentracion de éxido nitrico en la poblacion a estudio

Los resultados de determinacién de la concentracién de oxido nitrico

(uM) en suero mediante técnica de fluorescencia antes de la administracion

del tratamiento con benznidazol en la poblacion a estudio aparecen en la

siguiente tabla.

Tabla 1'V.20. Resultado de la determinacién de la concentracion de 6xido nitrico en

suero en el grupo de estudio.

Concentracion de oxido nitrico uM

Sujetos Media Mediana Desv. tip. Minimo Maximo

Sanos
N=16 22,43 22,5 13,71 0,5 48,05
Con EC
N=51 19,58 18,45 9,3 5,7 48,7

EC, enfermedad de Chagas. Desv. tip., desviacion tipica.

Los valores individuales de cada sujeto aparecen reflejados en el

siguiente diagrama de puntos.
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Figura 1V.18. Diagrama representativo del resultado individual de la determinacion
de la concentracion de Oxido nitrico en suero en el grupo de estudio. EC:
enfermedad de Chagas.

Las diferencias en la concentracion de Oxido nitrico entre personas
sanas y pacientes con enfermedad de Chagas no fueron estadisticamente
significativas.

Seguimiento de la concentracién de oxido nitrico en sueros de pacientes
con enfermedad de Chagas antes y después del tratamiento con
benznidazol

Los resultados de la técnica de determinacidon de oxido nitrico (uM) en
suero en la poblacion de pacientes con enfermedad de Chagas antes del
tratamiento con benznidazol y a los 90 dias post-tratamiento aparecen
reflejados en la tabla 1V.21.
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Tabla I'V.21. Resultado de la determinacién de la concentracion de 6xido nitrico en
suero en el grupo de pacientes con enfermedad de Chagas.

Concentracion de oxido nitrico uM

Pacientescon N Media Mediana Desv. Minimo  Maximo

= tip.
Sin EEAA
TO 20 18,51 18,1 7,42 6,48 37,09
T90 20 20,76 15,93 10,79 0,15 36,5
Con EEAA
TO 31 20,28 18,45 10,39 574 48,77
T90 31 17,18 16,66 7,69 3,56 42,88

EC, enfermedad de Chagas. EEAA, efectos adversos. TO, antes del tratamiento con
benznidazol. T90, 90 dias post-tratamiento. N, nimero de pacientes.

En la siguiente figura aparecen representados los resultados de la
determinacion de la concentracion de oxido nitrico en suero en el grupo de
pacientes con enfermedad de Chagas.
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Figura I'V.19. Concentracion de oxido nitrico en suero en el grupo de pacientes con
enfermedad de Chagas antes del tratamiento con benznidazol (TO) y a los 90 dias
post-tratamiento (T90). Los datos estan expresados en valores de fluorescencia. Los
valores de fluorescencia del porcentaje de pacientes comprendidos entre el 25% vy el
75% aparecen representados como cajas verticales y la mediana correspondiente
como una linea horizontal en el interior de la caja. Las barras de error representan
los intervalos del 10% y el 90% y aquellos valores no comprendidos entre el 25% y
el 75% aparecen representados como puntos.

Al analizar los resultados en conjunto, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar las concentraciones de oxido
nitrico en suero antes del tratamiento con benznidazol y a los 90 dias post-
tratamiento ni en los pacientes sin efectos adversos al benznidazol ni en
pacientes con reacciones secundarias al tratamiento.

En este Gltimo grupo de pacientes con efectos adversos al tratamiento
con benznidazol, se estudié la variacién en la concentracion de 6xido nitrico
individualmente antes y despues del tratamiento en funcion del efecto adverso
padecido, no encontrandose un patron de variacion comun. Asi, un total de 21
pacientes (21/31; 67,7%) presentaron efectos adversos cutaneos como
consecuencia del tratamiento con benznidazol. La concentracion de o6xido
nitrico antes del tratamiento y a los 90 dias post-tratamiento de cada paciente
aparece en la tabla 1V.22.
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Tabla 1V.22. Determinacién de la concentracidn de éxido nitrico en el suero de 21
pacientes con efectos adversos cutaneos antes del tratamiento con benznidazol y a

los 90 dias post-tratamiento.

Concentracion de NO (uM)

Paciente Antes del tratamiento 90 dias post-tratamiento

1 15,57 17,44

16,85 18,02

3 6,59 9,29

4 9,31 29,75

5 32,16 42,88

6 22,94 21,79

7 19,14 20,90

8 26,47 13,03

9 26,79 17,35

10 17,84 16,66
11 28,77 20,60
12 20,32 13,93
13 14,73 14,39
14 10,06 12,05
15 34,38 12,16
16 8,63 17,21
17 27,24 16,53
18 574 3,56
19 18,16 10,79
20 11,88 8,90
21 9,06 13,27

Del analisis individual de los resultados por paciente se observa un

patron irregular, presentando 9 pacientes (9/21; 42,8%) un incremento en las

concentraciones de oOxido nitrico a los 90 dias post-tratamiento frente a 12

pacientes (12/21; 57,2%) que presentaron una disminucion.

Del mismo modo, cuando se analizaron los resultados en pacientes con

reacciones adversas neuroldgicas (2/31; 6,4%) se observd igualmente un
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patron irregular ya que un paciente presentd un incremento en la
concentracion de éxido nitrico a los 90 dias post-tratamiento mientras que el
otro presento un descenso (tabla 1V.23).

Tabla 1V.23. Determinacién de la concentracion de éxido nitrico (NO) en el suero
de 2 pacientes con efectos adversos neuroldgicos antes del tratamiento con
benznidazol y a los 90 dias post-tratamiento.

Concentracion de NO (uM)

Paciente Antes del tratamiento 90 dias post-tratamiento
1 39,3 16,83

2 18,45 23,726

Al analizar los resultados en pacientes con artritis migratoria como
reaccion adversa (2/31; 6,4%) se observo igualmente un patrén irregular ya
que un paciente presentd un incremento en la concentracion de 6xido nitrico a
los 90 dias post-tratamiento mientras que el otro presento un descenso (tabla
V.24

Tabla 1V.24. Determinacién de la concentracion de éxido nitrico (NO) en el suero
de 2 pacientes con artritis migratoria como efecto adverso antes del tratamiento con
benznidazol y a los 90 dias post-tratamiento.

Concentracion de NO (uM)

Paciente Antes del tratamiento 90 dias post-tratamiento
1 19,98 21,82

2 16,87 11,88

Un dnico paciente presentd glomerulonefritis como reaccion adversa
(1/31; 3,2%). En este paciente se observé un descenso en la concentracion de
oxido nitrico a los 90 dias post-tratamiento (tabla I1V.25).
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Tabla 1V.25. Determinacién de la concentracion de éxido nitrico (NO) en el suero
de un paciente con glomerulonefritis como efecto adverso antes del tratamiento con
benznidazol y a los 90 dias post-tratamiento.

Concentracion de NO (uM)

Paciente Antes del tratamiento 90 dias post-tratamiento
1 34,89 16,69

Finalmente, 5 pacientes (5/31; 16,1%) presentaron mas de un tipo de
reacciones adversas al tratamiento con benznidazol de los cuales 3 pacientes
(3/5; 60%) mostraron un incremento en las concentraciones de 6xido nitrico a
los 90 dias post-tratamiento frente a 2 pacientes (2/5; 40%) que presentaron
una disminucion (tabla 1V.26).

Tabla 1V.26. Determinacién de la concentracion de éxido nitrico (NO) en el suero
de 5 pacientes con efectos adversos combinados antes del tratamiento con
benznidazol y a los 90 dias post-tratamiento.

Concentracion de NO (uM)

Paciente Efecto adverso Antes del 90 dias post-
combinado tratamiento tratamiento

1 Cutaneo + IR 48,77 11,08

2 Cutaneo + digestivo 27 13,68

3 Cutaneo + AM 12,99 20,94

4 Cutaneo + PP 20,24 33,48

5 Cutaneo + neuroldgico 7,49 11,85

+ PP

IR, insuficiencia renal. AM, artritis migratoria. PP, pérdida de peso.

Asi, el 6xido nitrico no parece ser el principal mediador responsable de
la aparicion de efectos adversos al benznidazol en pacientes tratados, ya que
sus niveles resultan similares en pacientes sin efectos adversos y con
reacciones secundarias al tratamiento con benznidazol. Igualmente, el estudio
de forma individualizada en pacientes con efectos adversos muestra una
variacion en los niveles a los 90 dias post-tratamiento que parece depender
mas de la idiosincrasia que del efecto adverso estudiado, ya que en pacientes
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con el mismo efecto adverso, algunos presentan incremento y otros
disminucion en los niveles de 6xido nitricos post-tratamiento. Ademas, hay
que considerar que los niveles de esta molécula en el organismo pueden variar
debido a otros factores, ya que esta molécula esta implicada en numerosos
procesos fisioldgicos, dificiles de controlar en este tipo de ensayos
experimentales.
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V. Discusién

V.1. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas aguda

En este estudio prospectivo se ha utilizado la técnica de PCR para
evaluar la eficacia del tratamiento con benznidazol en pacientes con infeccion
congénita por T. cruzi. Este es el primer estudio de este tipo que se realiza en
un pais europeo, fuera de area endémica, y por tanto, libre de transmisién
vectorial y de posibilidad de re-infeccion post-tratamiento. Previamente,
Schijman et al (2003), publicaron un estudio similar en pacientes con
infeccion congénita por T. cruzi en Buenos Aires (Argentina). En esta ciudad
de América Latina, la transmision vectorial esta descartada.

El diagnostico de infeccidn congénita por T. cruzi en recién nacidos de
madres seropositivas para la enfermedad de Chagas, se establece en base a,
bien una técnica parasitoldgica positiva, o bien, un resultado de serologia
positivo 6 meses después del nacimiento, cuando los anticuerpos maternos
han desaparecido (Oliveira et al., 2010). La tecnica de PCR ha demostrado
una elevada especificidad y sensibilidad en el diagnostico de la infeccién
aguda por T. cruzi (Solari et al., 2001). Ademas, la PCR permite un
diagnostico de la infeccion congénita mas precoz que la serologia, la cual
requiere esperar entre 6 y 12 meses tras el nacimiento antes de poder
considerar al paciente infectado por T. cruzi (Murcia et al., 2012c).

Las técnicas parasitologicas son especialmente dtiles en la
monitorizacion de la respuesta al tratamiento en aquellos pacientes cuyo
resultado antes del tratamiento es positivo (Galvao et al., 2003), ya que
permiten demostrar la conversion a un resultado de parasitemia indetectable
tras el tratamiento. Asi, la técnica de PCR parece adecuada para la
monitorizacion de la respuesta terapéutica al tratamiento con benznidazol en
pacientes con infeccién congénita por T. cruzi, especialmente en nuestra
cohorte a estudio, en la que todos los pacientes presentaron un resultado de
PCR positivo antes del tratamiento con benznidazol.
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De acuerdo con nuestros resultados, todos los pacientes con infeccion
congénita por T. cruzi mostraron un resultado negativo de PCR en el primer
control post-tratamiento con benznidazol. Esto indica la elevada eficacia del
tratamiento en el aclaramiento de la parasitemia. Nuestros resultados son
similares a los obtenidos por otros autores (Mansilla et al., 1999; Britto et al.,
2001; Schijman et al., 2003; Riera et al., 2006).

Aguellos pacientes con infeccion congénita por T. cruzi que observaron
correctamente el tratamiento con benznidazol, presentaron un resultado
negativo en todos los controles de PCR realizados después del tratamiento. Un
paciente, que no respetd las indicaciones de posologia del benznidazol, fue el
unico que presentd un control de PCR a los 5 meses post-tratamiento positivo.
La cepa infectante de T. cruzi en este paciente, junto con la de su hermano
gemelo, también incluido en la cohorte de pacientes estudiada, fue aislada en
hemocultivo y tipada mediante técnicas de biologia molecular. La infeccidn
en ambos hermanos gemelos fue por el genotipo TcV (Murcia et al., 2012c).
Este genotipo es el que méas frecuentemente se ha descrito en infecciones
congénitas. No obstante, este hecho podria estar reflejando el predominio de
este genotipo en Bolivia y Argentina, paises en los que se han llevado a cabo
estos estudios (Navin et al., 1985; Burgos et al., 2009; Corrales et al., 2009;
Murcia et al., 2012c). Aunque, en casos de transmision congénita, todavia se
desconoce si la poblacién completa de T. cruzi materna o tan solo
determinados clones se transmiten de forma preferente a través de la placenta
(Burgos et al., 2007), resultados publicados por nuestro grupo (Murcia et al.,
2012c) demuestran que ambos hermanos gemelos adquirieron la infeccion por
el mismo clon de T. cruzi.

Por lo tanto, el fallo terapéutico detectado en este paciente mediante un
resultado de PCR positivo a los 5 meses post-tratamiento, se debié a un
incumplimiento de la posologia del tratamiento, pero no a la infeccién por una
cepa resistente. Ya que, su hermano gemelo infectado por el mismo clon de T.
cruzi, y cuya gravedad en la forma clinica de la enfermedad obligo al ingreso
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hospitalario, alcanzo la cura de la enfermedad tras una observacion correcta
del tratamiento. La cura de la enfermedad se establecio en base a los criterios
establecidos (Cancado, 1999). Conversion a niveles de anticuerpos anti-T.
cruzi indetectables tras el tratamiento con benznidazol. Su hermano gemelo,
con infeccion sintomatica por T. cruzi mas leve no requirid ingreso
hospitalario, lo que no permitid un seguimiento tan estrecho del tratamiento
con benznidazol, el cual fue administrado de forma incorrecta, no
cumpliéndose las pautas de posologia.

Por tanto, la PCR fue una herramienta sensible y eficaz para
monitorizar la parasitemia post-tratamiento en pacientes con infeccidén aguda
y ademas permitié la deteccion temprana de un fallo terapéutico por una
administracion incorrecta del tratamiento.

En nuestro estudio, el hermano gemelo que presentd infeccién
congenita por T. cruzi con una sintomatologia gravea que requirio ingreso
hospitalario durante un tiempo prolongado, presenté un seguimiento mas
estrecho del tratamiento con benznidazol. De esta manera, fue posible
monitorizar mediante PCR la parasitemia durante el tratamiento, alos 7, 15y
30 dias tras el inicio, mostrando todos los controles un resultado negativo.
Este resultado demuestra la rapidez del benznidazol en el aclararamiento de la
parasitemia. Otros autores han realizado también la técnica de PCR durante el
tratamiento con benznidazol, generalmente 20 dias tras iniciar el tratamiento
(Mansilla et al, 1999; Schijman et al., 2003; Riera et al., 2006), mostrando en
todos los casos un resultado negativo.

En casos de infeccién congénita por T. cruzi, la monitorizacion
mediante PCR de la respuesta durante el tratamiento con benznidazol, seria
muy recomendable para la deteccion temprana de fallos terapéeuticos. Ya que,
se ha demostrado que, en pacientes agudos, el diagnostico rapido y el inicio
precoz del tratamiento, permiten una curacion méas rapida (Schijman et al.,
2003). Para ello, es fundamental una buena sensibilidad de las técnicas
parasitologicas en el diagnéstico de la infeccion congenita por T. cruzi, ya
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que, en caso contrario, el diagnostico se retrasa a los 6-12 meses después del
nacimiento, al no observarse un descenso en los niveles de anticuerpos
(Murcia et al., 2012c). En nuestro trabajo, todos los pacientes presentaron un
resultado de PCR antes del tratamiento positivo, lo que permitio demostrar la
rapida conversion a un resultado de parasitemia indetectable tras el
tratamiento con benznidazol. Sin embargo, de algunos pacientes no se dispuso
de muestra de sangre para la realizacion de la PCR hasta los 6 0 14 meses de
edad.

En un estudio posterior publicado por nuestro grupo, la transmisién
congenita de T. cruzi afecto a dos hermanos gemelos que adquirieron la
infeccion por el mismo clon de T. cruzi, TcV (Murcia et al., 2012c¢). La
transmision vertical de la enfermedad de Chagas se ha descrito previamente
en gemelos. Asi, Salas et al (2007) demostraron tasas de infeccion congénita
superiores en recién nacidos de embarazo multiple. Y, Burgos et al (2009),
mostraron la transmision de la infeccion en un embarazo triple a las dos
hermanas que compartian la misma placenta, siendo el clon de T. cruzi
infectante el mismo que en nuestro estudio, TcV.

Como hemos comentado, el criterio para considerar a un paciente con
enfermedad de Chagas curado tras el tratamiento, es la obtencién de un
resultado persistentemente negativo de serologia especifica de T. cruzi en
todas las técnicas realizadas (Cancado, 1999). Se ha demostrado que el tiempo
de curacién tras el tratamiento en pacientes con infeccion congénita es
superior cuanto mayor es la edad del paciente en el momento del diagnostico,
Yy, por tanto, mayor es el retraso en el inicio del tratamiento especifico desde el
nacimiento (Solari et al., 2001; Schijman et al., 2003). Nuestros resultados
estdn en concordancia con los anteriores, ya que, aquellos pacientes que
iniciaron el tratamiento con menor edad (0 y 5 meses, paciente 1 y 3
respectivamente) presentaron un resultado negativo en la deteccién de
anticuerpos anti-T. cruzi a los 60 dias post-tratamiento. Sin embargo, el
paciente que inicio el tratamiento con benznidazol a los 14 meses de edad
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(paciente 2), no presento un resultado de serologia anti-T. cruzi negativo hasta
los 360 dias post-tratamiento. Por lo tanto la curacién de la enfermedad de
Chagas en este Ultimo paciente se alcanzé mas tarde en el tiempo con respecto
a los pacientes que fueron diagnosticados e iniciaron el tratamiento con menor
edad. Del resto de pacientes de la cohorte estudiada, no se tuvo muestra de
suero a los 60 dias post-tratamiento. Sin embargo, la paciente 8, diagnosticada
de infeccion congénita por T. cruzi al nacer (0 meses), presentd un resultado
positivo de serologia en su control 60 dias post-tratamiento.

Asi, la curacion del paciente con infeccién aguda por T. cruzi depende
del retraso en el inicio del tratamiento anti-parasitario especifico desde el
momento de la infeccion. Galvao et al (2003) demostraron niveles de
anticuerpos anti- T. cruzi detectables en el 40% de su poblacion a estudio
constituida por nifios en edad escolar tratados con benznidazol al tercer afio
post-tratamiento. El retraso en el inicio del tratamiento hasta la edad escolar,
determind que no se alcanzase la curacion tras el primer afio de seguimiento
post-tratamiento, tiempo que se ha observado en los pacientes de nuestro
estudio.

En el caso del paciente con infeccion congénita por T. cruzi que
incumplid las pautas posoldgicas del primer tratamiento con benznidazol, la
PCR fue una herramienta mas precoz que la serologia al mostrar un resultado
negativo tras el segundo tratamiento antes que las técnicas de IFl y ELISA. En
la mayoria de pacientes de la cohorte estudiada, la PCR mostrd antes un
resultado negativo tras el tratamiento que las técnicas de serologia
convencional, mostrando antes el efecto beneficioso del tratamiento con
benznidazol. Sin embargo, aunque con mas retraso, la monitorizacion del
tratamiento mediante la determinacion de los niveles de anticuerpos anti-T.
cruzi, a través de serologia convencional, en infecciones agudas, también
permitid evaluar la eficacia del tratamiento anti-parasitario, ya que en caso de
una respuesta farmacoldgica inadecuada (paciente 6, incumplimiento
terapéutico), no se aprecio la disminucién de anticuerpos.
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El tratamiento con benznidazol se ha descrito muy eficaz en pacientes
en fase aguda de la enfermedad de Chagas con tasas de curacion del 80%
(Andrade et al., 1996). Schijman et al (2003) demostraron que 60 dias de
tratamiento con benznidazol fueron suficientes para alcanzar la curacion de la
enfermedad de Chagas en pacientes con infeccion congénita. Nuestros
resultados estdn en concordancia con los anteriores. Tras 60 dias de
tratamiento con benznidazol, todos nuestros pacientes con infeccion congénita
por T. cruzi se curaron. Exceptuando los pacientes 6 y 8 que todavia contintan
en seguimiento con niveles de anticuerpos detectables y no han alcanzado el
control 365 dias post-tratamiento. De esta manera, cuando se cumplieron las
pautas posoldgicas de tratamiento con benznidazol, se demostro la curacion de
los pacientes a lo largo del primer afio post-tratamiento. Mientras que, en el
paciente 6, cuya adhesidon al tratamiento no fue estricta, no se observo
descenso en los niveles de anticuerpos anti-T. cruzi, siendo necesario volver a
tratar al paciente. Este hecho subraya la importancia de respetar los 60 dias de
duracion del tratamiento con benznidazol para alcanzar la curacion.

Ningun paciente presentd efectos adversos al tratamiento. Este
resultado confirma que la tolerancia del benznidazol esta relacionada de forma
inversa con la edad del paciente (Streiger et al., 2004). Asi, cuanto menor es la
edad del paciente, mayor es la tolerancia al benznidazol y menor el nimero de
efectos adversos secundarios al tratamiento (Carrilero et al., 2011).

En base a nuestros resultados, la PCR es una herramienta atil para
monitorizar la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con
infeccion congenita por T. cruzi. Esta técnica se podria realizar tras 20 dias de
tratamiento, tal y como se ha comentado previamente y de acuerdo con otros
autores (Mansilla et al, 1999; Schijman et al., 2003; Riera et al., 2006), y a
diferentes tiempos post-tratamiento. La determinacion negativa de anticuerpos
anti-T. cruzi es el criterio de cura de la enfermedad de Chagas aguda, por lo
tanto, es fundamental monitorizar, ademas de la parasitemia, los niveles de
anticuerpos circulantes en estos pacientes. Sin embargo, la PCR es una
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herramienta mas precoz en demostrar el efecto beneficioso del tratamiento que
la serologia. La pauta de monitorizacion post-tratamiento realizada en este
estudio (60, 150 y 360 dias post-tratamiento) resultd muy atil, ya que permitié
un seguimiento estrecho de la evolucion de los niveles de parasitemia y de
anticuerpos circulantes, a la vez que facilito la adhesion de los pacientes.

La infeccion congenita por T. cruzi representa la principal via de
transmision de la enfermedad de Chagas en areas no endémicas. Por lo tanto,
junto con la mejora en el diagndéstico y tratamiento de los casos agudos, debe
existir una prevencion activa centrada en el cribado de la infeccion por T.
cruzi en gestantes inmigrantes. Este Gltimo punto es especialmente importante
en nuestro pais, ya que casi la mitad de la poblacion procedente de
Latinoamerica en Espafia son mujeres en edad fértil. Es por ello que, dado que
se ha observado una estrecha relacion entre la parasitemia detectable en
madres y la mayor tasa de transmision congenita (Brutus et al., 2009; Bisio et
al., 2011, Murcia et al., 2012c), resulta fundamental el tratamiento de las
mujeres con infeccién crénica por T. cruzi durante la edad fértil (Sosa-Estani
et al., 2009), y la monitorizacién de la embarazada seropositiva mediante
PCR.

Por otra parte, la eficacia del tratamiento con benznidazol en nifios
menores de 1 afio con infeccidén congénita por T. cruzi es cercana al 100%,
con un buen perfil de tolerancia y seguridad (Riera et al., 2006). De ahi, la
importancia del diagnostico y tratamiento precoz para evitar la progresion a la
fase cronica de la enfermedad. No obstante, a pesar de la eficacia descrita en
el tratamiento con benznidazol en pacientes con infeccion aguda, todavia no
se encuentra disponible en el mercado la formulacién pediatrica de este
farmaco, lo que supone una manipulacion de la forma farmacéutica previa a
su administracion en el recién nacido. La comercializacion del benznidazol en
formula pediatrica, asi como el descubrimiento de nuevos farmacos eficaces
frente a T. cruzi seria conveniente, en este Gltimo caso, especialmente para
recién nacidos infectados por cepas resistentes al benznidazol.
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V.2. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica

V.2.1. Seguimiento de la parasitemia mediante PCR
V.2.1.1. Después del tratamiento con benznidazol

La sensibilidad de la PCR en el diagnostico de la enfermedad de
Chagas cronica frente a las dos técnicas diagnostico-seroldgicas
convencionales utilizadas en nuestro estudio fue del 67,4%. Este resultado de
sensibilidad diagnoéstica de la PCR coincide con los publicados por otros
autores (Avila et al., 1993; Britto et al., 1995; Gomes et al., 1999; Solari et
al., 2001; Murcia et al., 2010). La sensibilidad de la PCR comparada con los
métodos seroldgicos en el diagnostico de la enfermedad de Chagas cronica se
ha descrito entre un 59% y un 100%, en funcion de varios factores. Estos son,
principalmente, el area geografica y la edad de los sujetos estudiados (Avila et
al., 1993; Wincker et al., 1994a; Wincker et al., 1994b; Britto et al., 1995).

En este trabajo, los pacientes procedian mayoritariamente de Bolivia
(96,4%), pais en el que se ha descrito previamente una elevada sensibilidad de
la PCR en el diagnostico de la enfermedad de Chagas cronica (Avila et al.,
1993; Wincker et al., 1994a; Wincker et al., 1994b).

En cuanto a la edad de los pacientes, y de acuerdo con la bibliografia
(Junqueira et al., 1996; Wincker et al., 1997; Solari et al., 2001), nuestros
resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa en la
sensibilidad de la PCR en funcién de la edad de los sujetos estudiados, siendo
ésta del 100% en los pacientes jovenes (4-19 afios), frente a un 72,4% en
pacientes adultos (20-39 afnos), y un 47,8% en pacientes mayores (> 40 afios).

Dado que la mayoria de estudios de sensibilidad de la PCR como
técnica diagnostica de la enfermedad de Chagas cronica se han realizado en
area endémica (Avila et al., 1993; Portela-Lindoso y Shikanai-Yasuda, 2003;

162



V. Discusién

Gomes et al., 1999), ningun autor se ha planteado previamente evaluar la
influencia de los afios de residencia fuera del area endémica en la sensibilidad
de la PCR. En nuestro estudio, la sensibilidad fue significativamente superior
en aquellos individuos cuyo tiempo de residencia en Esparia fue inferior a los
tres afos (79,5%), probablemente por el menor tiempo transcurrido entre el
momento de la infeccion por transmision vectorial en su pais de origen y la
determinacion de la parasitemia mediante PCR.

Otros factores pueden afectar a la sensibilidad de la técnica de PCR en
el diagnostico de la enfermedad de Chagas cronica, ademéas de las
caracteristicas epidemiologicas de la poblacion de estudio destacadas
anteriormente, también factores intrinsecos de la técnica de PCR afectan a la
sensibilidad. También el volumen sanguineo es un factor importante a
considerar en pacientes cronicos con bajos niveles de parasitemia. Asi las
diferencias encontradas en la sensibilidad de la PCR en los diferentes estudios
han sido explicadas en base a la presencia intermitente y a la cantidad de
parasitos circulantes variable en el momento de recogida de la muestra
sanguinea (Castro et al., 2002).

Se han llevado a cabo estudios para evaluar el tratamiento
antiparasitario utilizando la PCR en fase cronica. Las investigaciones
realizadas en este campo se han llevado a cabo en América Latina, algunas en
zonas de alta endemia, en donde la transmision activa ocurre de manera
continua.

En esta Tesis Doctoral se continta con el estudio publicado por Murcia
et al. (2010) en el que se evalua la utilidad de la técnica de PCR (ADN
Kinetoplasto) como herramienta para la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica
residentes en area no endémica, en la que la posibilidad de re-infeccidn esta
descartada.
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La evaluacion de la cura de la enfermedad de Chagas en pacientes con
infecciones crénicas es controvertida y dificil de demostrar, principalmente
por la falta de técnicas sensibles y especificas para documentar la cura
parasitoldgica en estos pacientes (Krettli et al., 1984; Galvao et al., 1993;
Gomes et al., 2009; Perez-Molina et al., 2009; Mufioz-Davila et al., 2011). En
la década de los 90, ensayos basados en la técnica de PCR se utilizaron para
detectar ADN de T. cruzi en la sangre de pacientes con enfermedad de Chagas
cronica con una adecuada sensibilidad, demostrando ser una herramienta
prometedora para evaluar el fallo terapéutico tras el tratamiento especifico de
las infecciones cronicas (Avila et al., 1991; Britto et al., 1993; Wincker et al.
19944, b; Britto et al., 1995; Junqueira et al., 1996; Gomes et al., 1999; Britto
et al., 2001). Este hecho no resultd sorprendente, ya que la PCR habia
demostrado su utilidad en la deteccion de resistencias a farmacos en otras
infecciones parasitarias que continGan siendo prevalentes en areas endémicas,
como por ejemplo, la leishmaniasis (Ortega et al., 2003) y la malaria (Wilson
et al., 2005).

Asi, estudios previos han confirmado la utilidad de la técnica de PCR
en la evaluacion de la eficacia del tratamiento en casos cronicos de la
enfermedad de Chagas (Britto et al., 1995; Lauria-Pires et al., 2000; Britto et
al., 2001; Zulantay et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Fernandes et al., 2009;
Aguiar et al., 2012).

Britto et al (1995) propusieron por primera vez la utilizacion de la
técnica de PCR para la monitorizacion de pacientes chagasicos crénicos tras el
tratamiento especifico con benznidazol. En su estudio, un 28% de los
pacientes estudiados, procedentes de diferentes regiones de Brasil, mostraron
un resultado de PCR post-tratamiento positivo. Lauria-Pires et al (2000)
llevaron a cabo un estudio de 10 afios de seguimiento post-tratamiento con
nitroderivados en una cohorte de 45 pacientes con enfermedad de Chagas
cronica procedentes de areas rurales de Brasil. Un 62% de los pacientes fue
tratado con nifurtimox y un 38% con benznidazol. Tan s6lo un 45% de los
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pacientes completaron el tratamiento durante 60 dias. Todos los pacientes
tratados presentaron un resultado positivo de PCR. En el estudio llevado a
cabo por Britto et al (2001), se utilizé la PCR para monitorizar la parasitemia
de 48 pacientes en fase cronica de la enfermedad a los 20 afios de recibir la
quimioterapia tripanocida (benznidazol o nifurtimox). Estos pacientes residian
en dos areas distintas de Brasil y un 35% presentaron un resultado positivo de
PCR post-tratamiento. Zulantay et al (2004) investigaron la utilizacion de la
PCR en 52 pacientes con enfermedad de Chagas crénica procedentes de
regiones de alta endemia de Chile seis afios después de haber recibido
tratamiento con itraconazol o alopurinol. La PCR fue positiva en el 40% de
los pacientes tratados con itraconazol y en el 60% de los pacientes tratados
con alopurinol. En el trabajo publicado por Sanchez et al (2005) se utiliza la
PCR para monitorizar la respuesta al tratamiento con alopurinol (31 pacientes)
0 itraconazol (23 pacientes) en pacientes con enfermedad de Chagas cronica a
los 10 afios post-tratamiento. La PCR fue positiva en el 74,2% y 87% de los
pacientes tratados con alopurinol e itraconazol respectivamente. El articulo de
Fernandes et al (2009) evalud la eficacia del tratamiento con benznidazol en
80 pacientes chagasicos crénicos del estado de Rio Grande do Sul. En el tercer
afio post-tratamiento, un 88,7% de los individuos continuaba con un resultado
de PCR positivo. Finalmente, Aguiar et al (2011) detectaron ADN de T. cruzi
mediante PCR en el 48,3% de sus pacientes post-tratamiento con benznidazol.

En las publicaciones citadas previamente, la elevada sensibilidad de la
PCR confirmd su utilizacién potencial para la evaluacion de la quimioterapia
comparada con otros métodos parasitologicos directos, tales como, el
xenodiagnostico y el hemocultivo. Estas publicaciones, reflejan estudios
realizados en América Latina, y el elevado porcentaje de resultados de PCR
post-tratamiento positivos se podria explicar por dos razones fundamentales.
La primera, porque al ser estudios realizados en areas donde la transmision
vectorial continla activa, la re-infeccion tras el tratamiento farmacologico es
posible. Y la segunda, porque al ser estudios realizados en diferentes regiones
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de América Latina, algunos pacientes podrian estar infectados por cepas de T.
cruzi resistentes al tratamiento tripanocida (Coronado et al., 2006).

El primer estudio en evaluar la utilidad de la técnica de PCR como
herramienta de monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol
en pacientes con infeccion cronica por T. cruzi fuera de area endémica fue el
publicado por Murcia et al (2010), en el que el 100% de los pacientes con
enfermedad de Chagas crénica tratados con benznidazol presentd un resultado
de PCR negativo a los 3 meses post-tratamiento.

Tal y como se ha destacado en la discusion de los resultados de
monitorizacion del tratamiento con benznidazol mediante técnica de PCR en
pacientes con infeccién aguda por T. cruzi (discusién, apartado V.1), el valor
de las técnicas parasitologicas en el seguimiento de la respuesta al tratamiento
de pacientes chagasicos, reside en los resultados positivos que permiten
obtener (Galvao et al., 2003). Por tanto, cuanto mayor sea la sensibilidad
diagnostica de la PCR en la enfermedad de Chagas cronica, tanto mejor
herramienta serd para la monitorizacion de la eficacia del tratamiento con
benznidazol en estos pacientes. Ya que, un resultado negativo de parasitemia
mediante PCR en pacientes con parasitemia detectable previa al tratamiento,
es indicativo de la eficacia del benznidazol en el aclaramiento de la
parasitemia. Mientras que en pacientes con parasitemia indetectable previa al
tratamiento, un resultado negativo de PCR después del tratamiento no es
indicativo de cura de la enfermedad en pacientes que continlen presentando
anticuerpos anti- T. cruzi. Asi, en el caso de la enfermedad de Chagas cronica
continua siendo necesaria la busqueda de nuevas técnicas y/o marcadores que
permitan evaluar mas convenientemente la eficacia del tratamiento
farmacologico (Gomes et al., 2009; Mufioz-Davila et al., 2011).

En nuestro estudio, la gran mayoria de pacientes procedian de Bolivia,
principalmente de los distritos de Cochabamba y Chuquisaca. La Unica
paciente incluida en la cohorte procedente de Brasil presentd un resultado
persistentemente positivo de PCR en los diferentes controles post-tratamiento
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indicando resistencia al tratamiento farmacoldgico. Asi, la PCR fue una
herramienta sensible y especifica para la deteccion temprana de la sensibilidad
del parasito al benznidazol, permitiendo una modificacion rapida de la terapia
antiparasitaria en casos de resistencia o reactivacion de la infeccion chagasica
(Schijman et al., 2000; Lages-Silva et al., 2002).

En nuestro trabajo, la PCR presentd un resultado negativo en todos los
pacientes en el primer control post-tratamiento con benznidazol (90 dias), lo
que estd en concordancia con publicaciones anteriores (Murcia et al., 2010),
demostrando mejor que la serologia el impacto y el posible beneficio del
tratamiento farmacoldgico durante la fase cronica de la enfermedad de
Chagas. Sin embargo, un resultado negativo de PCR después del tratamiento,
no garantiza la cura de los pacientes en ausencia de otros marcadores,
simplemente esta indicando la ausencia de ADN del paréasito circulante en
sangre periférica en ese momento.

De acuerdo con nuestros resultados, el 100% de los pacientes tratados
que tuvieron un resultado de PCR positivo en sangre periférica antes del
tratamiento con benznidazol, presentaron un resultado negativo de PCR a los
90 dias post-tratamiento, reflejando la eficacia del benznidazol en el
aclaramiento de la parasitemia. Este porcentaje es superior a otros publicados
previamente (Britto et al., 1995; Lauria-Pires et al., 2000; Britto et al., 2001,
Solari et al., 2001; Zulantay et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Fernandes et
al., 2009). Sin embargo, cabe destacar, que este estudio fue llevado a cabo en
un area libre de transmisidén vectorial, donde la ausencia de triatominos
permite descartar la posibilidad de re-infeccion durante el periodo de
seguimiento. Unicamente, un porcentaje de los pacientes tratados que oscil6
entre 2,4 y 9,9, en funcion del control post-tratamiento, mostré un resultado
positivo de PCR en sangre periférica después de la quimioterapia. Sin
embargo, éste es un estudio de seguimiento a corto plazo, y teniendo en
cuenta los picos de parasitemia a lo largo del curso prolongado de la infeccion
crénica por T. cruzi, algunos pacientes podrian volver a presentar un resultado

167



Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con EC

positivo de PCR a mas largo plazo (Murcia et al., 2010). Por esta razon, esta
cohorte, bien caracterizada, de pacientes con enfermedad de Chagas cronica
continlia en seguimiento en nuestra unidad con el fin de realizar controles de
monitorizacion post-tratamiento mediante PCR a mas largo plazo. Asi, se
podria establecer una asociacion entre la situacion clinica del paciente y los
picos de parasitemia y la correlacion entre un resultado de PCR negativo y la
eficacia del tratamiento con benznidazol en pacientes con niveles detectables
de anticuerpos.

Un porcentaje que oscild entre 2,8% y 7,7% de pacientes con resultado
de PCR antes del tratamiento con benznidazol negativo, presentd un resultado
de PCR positivo en los diferentes controles post-tratamiento. Estos resultados
subrayan la importancia de la PCR como técnica de monitorizacion, incluso
en pacientes en los que, previa administracion del tratamiento, la parasitemia
fue indetectable mediante PCR.

De los 23 pacientes con un resultado de PCR post-tratamiento positivo,
4 no observaron correctamente el tratamiento con benznidazol, incumpliendo
las pautas de posologia. Tanto en pacientes con infeccion aguda (discusion,
apartado V.1), como en pacientes con infeccion crénica, el incumplimiento de
la duracion del tratamiento con benznidazol se caracterizé por una parasitemia
indetectable mediante PCR en el primer control post-tratamiento (60 dias en
agudos y 90 dias en cronicos), pero detectable en sucesivos. De estos
resultados se deduce que, la elevada eficacia del benznidazol en el
aclaramiento de la parasitemia se manifiesta ain cuando el nimero de dosis
administradas del farmaco sea inferior. Esto determina que en el primer
control post-tratamiento (cuando la administracion del farmaco es mas
reciente), la parasitemia evaluada mediante PCR sea indetectable, mientras
que la parasitemia vuelve a ser detectable en los controles post-tratamiento
mas alejados en el tiempo del momento de administracion del benznidazol
(150 dias post-tratamiento en casos agudos y 150, 240, 420 dias y segundo y
tercer afio post-tratamiento en casos cronicos). De esta manera, la dosis
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inferior de benznidazol recibida en los casos de incumplimiento terapéutico de
este estudio, fue suficiente para aclarar la parasitemia inicialmente pero no
para mantenerla indetectable en el tiempo. Lo que pone de manifiesto la
importancia de mantener el tratamiento con benznidazol durante 60 dias (The
medical letter on drugs and therapeutics, 2004).

Como se ha descrito anteriormente, la eficacia del tratamiento con
benznidazol es superior cuanto menor es la edad del paciente (Schijman et al.,
2003). En nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al evaluar la edad de los pacientes con resultado de PCR post-
tratamiento positivo durante el periodo de estudio. No obstante, un resultado
de PCR positivo post-tratamiento fue menos frecuente en el grupo de
pacientes jovenes (9-19 afios), con respecto al de adultos (19-39 afios), y
mayores (> 40 afios), lo que estd en concordancia con publicaciones previas
(Galvao et al., 2003).

V.2.1.2. Durante el tratamiento con benznidazol

Previamente, se habia planteado la utilizacion de la PCR como
herramienta de monitorizacion post-tratamiento con benznidazol en pacientes
con enfermedad de Chagas cronica. Sin embargo, ningln autor hasta la fecha
se habia planteado la utilizacion de esta técnica como herramienta de
monitorizacion durante el tratamiento anti-parasitario. Este es el primer
trabajo que, a la luz de resultados previos de aclaramiento de la parasitemia a
los 90 dias post-tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de
Chagas cronica (resultados, apartado 1V.2.1), se plante6 como objetivo
concretar con mayor precision el momento exacto de conversion a un
resultado negativo de parasitemia mediante PCR a diferentes tiempos durante
los 60 dias de tratamiento con benznidazol.

De acuerdo con nuestros resultados, un 92,8% de los pacientes cuyo
resultado de PCR en sangre periférica antes del tratamiento fue positivo,
presentaron un resultado de PCR negativo tras 15 dias de tratamiento con
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benznidazol, porcentaje que ascendid al 100% cuando la parasitemia evaluada
mediante PCR se detectd a los 30 dias de iniciar el tratamiento. Esta elevada
eficacia del benznidazol en el aclaramiento del parasito en sangre periférica es
superior a la descrita en otros tratamientos de enfermedades infecciosas. Por
ejemplo, en el caso del tratamiento de la infeccidn por el virus de la hepatitis
C no se considera fracaso terapéutico hasta que la carga viral continda siendo
detectable 6 meses después de haber iniciado el tratamiento (Ferenci, 2012).

Estos resultados demuestran una actividad excelente del benznidazol en
el aclaramiento de la parasitemia que tiene lugar 15 dias después de iniciar el
tratamiento, incluso en aquellos pacientes que no cumplieron con las
recomendaciones posolégicas del benznidazol (resultados, apartado 1V.2.2).
Estos pacientes, tendran mas probabilidad de presentar picos de parasitemia
en un seguimiento a mas largo plazo, tal como hemos demostrado
previamente (discusion, apartado V.2.1.1).

Solari et al (2001) sugirieron que las técnicas de PCR amplificaban el
material genético de parasitos viables asi como de paréasitos lisados
procedentes de células infectadas. Mientras que, otros autores como Tarleton
et al (1999), sugirieron que el ADNK del parasito amplificado mediante PCR
deriva Unicamente de parasitos inviables. Hasta que se alcance un consenso
sobre el tipo de ADN que la PCR de T. cruzi es capaz de detectar, sélo
podemos hablar de la eficacia del benznidazol en el aclaramiento de la
parasitemia circulante tras 15 dias de tratamiento, sin precisar la afectacion de
formas viables o inviables del parasito presentes en la circulacién sanguinea.
No obstante, nuestros resultados apoyan la deteccion de parésitos viables
mediante PCR, ya que si previo al tratamiento la parasitemia es detectable
mediante PCR vy tras el tratamiento con benznidazol la parasitemia se vuelve
indetectable, cabe presuponer que la PCR detecte material genético viable del
parasito que es destruido por la accion tripanocida del benznidazol.

Este esquema de seguimiento tan estrecho de la respuesta al tratamiento
con benznidazol en pacientes con infeccion cronica por T. cruzi realizado en
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nuestra unidad, presentd una baja adherencia por parte de los pacientes,
debido a la dificultad para acudir a los controles tan frecuentes en el tiempo en
el horario de la consulta. Por esta razon, consideramos lo mas conveniente, la
realizacion de una determinacion de la parasitemia mediante PCR a los 90
dias post-tratamiento como herramienta para la deteccion temprana de fallos
terapéuticos. Este esquema de seguimiento, a los tres meses post-tratamiento,
es igual al que se viene realizando en la monitorizacion de otras enfermedades
infecciosas (por ejemplo, a los tres meses en el caso del tratamiento de la
infeccidn cronica por el virus de la hepatitis C con ribavirina e interferon-alfa
pegilado, Ferenci et al., 2012), y que permite ver la evolucion de la respuesta
al tratamiento y la deteccion de fallos terapéuticos.

A la luz de estos resultados, la monitorizacion de la parasitemia
mediante PCR seria altamente recomendable en pacientes con infeccién
crénica por T. cruzi que hayan recibido tratamiento con benznidazol. Asi
como ocurre en otras enfermedades infecciosas, tanto bacterianas, como
viricas, como de etiologia fungica u otras infecciones parasitarias, es frecuente
la monitorizacion durante o post-tratamiento farmacoldgico para evaluar la
eficacia del mismo. Es el caso de la realizacion de urocultivos de control post-
tratamiento para afirmar la cura microbioldgica de infecciones del tracto
urinario (Gupta et al., 2001). O bien, de la monitorizacion de la carga viral de
citomegalovirus, virus de la hepatitis B y C, y virus de la inmunodeficiencia
adquirida, entre otros, tras el inicio de la terapia anti-viral (Pawlotsky, 2008;
Chevaliez, 2011; Atkinson y Emery, 2011; Walker y Gibb, 2011). De esta
manera, y en funcién de los resultados obtenidos, no seria un atrevimiento el
fomentar la monitorizacién de la parasitemia mediante PCR en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica post-tratamiento, con el fin de detectar, lo mas
rapidamente posible, fallos terapéuticos. En base a nuestros resultados, que
muestran la elevada eficacia del benznidazol en el aclaramiento de la
parasitemia, en caso de parasitemia detectable a los tres meses post-
tratamiento, se deberia volver a iniciar terapia anti-tripanocida, bien con el
mismo farmaco en caso de incumplimiento terapéutico o bien con otro
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farmaco diferente del administrado inicialmente en caso de sospecha de
infeccion por una cepa de T. cruzi resistente. En este ultimo caso, el
inconveniente seria que los dos Unicos farmacos aprobados para el tratamiento
de la enfermedad de Chagas hasta la fecha son el benznidazol y el nifurtimox
(The medical letter on drugs and therapeutics, 2004), de forma que, en caso de
fracaso terapeutico con benznidazol, la Unica opcion disponible seria el
nifurtimox. De ahi la importancia del desarrollo de nuevas dianas terapéuticas
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas y de la realizacion de ensayos
clinicos que conduzcan a la aprobacion de nuevos farmacos para el
tratamiento de esta enfermedad.

Ante la deteccion mediante PCR de un pico de parasitemia post-
tratamiento a mas largo plazo, seria conveniente volver a evaluar la situacion
clinica del paciente. De momento, no existen estudios que relacionen un
resultado de parasitemia detectable con las manifestaciones clinicas de la
enfermedad de Chagas. En nuestros resultados, la sintomatologia no
determin6é una mayor frecuencia de resultados de PCR positivos ni antes ni
después del tratamiento con benznidazol. No obstante, demostrada la eficacia
del benznidazol en el aclaramiento de la parasitemia en pacientes en fase
cronica de la enfermedad (100% de los pacientes con resultado de PCR
negativo tras 30 dias de tratamiento con benznidazol y en el control 90 dias
post-tratamiento), se podria plantear la decision de volver a tratar al paciente
en caso de parasitemia detectable mediante PCR durante el seguimiento post-
tratamiento a largo plazo, esquema de tratamiento vigente en el caso de otras
enfermedades infecciosas, como la infeccion cronica por el virus de la
hepatitis C (Ferenci, 2012).

De acuerdo con este esquema propuesto de seguimiento de la terapia
con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica, la PCR
permitiria ratificar el fallo terapéutico en aquellos pacientes cuya PCR fuese
positiva a los 90 dias post-tratamiento. Dado que las manifestaciones clinicas
de la enfermedad de Chagas cronica parecen estar causadas por el parasitismo
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tisular (Texeira et al., 2011), seria necesario realizar estudios con el fin de
evaluar la existencia de variaciones en la evolucion de las manifestaciones
clinicas en los pacientes que tras el tratamiento con benznidazol presenten
picos de parasitemia con respecto a aquellos pacientes en los que la PCR
permanece negativa a lo largo del periodo de seguimiento.

V.2.2. Seguimiento de los niveles de anticuerpos

En cuanto a la monitorizacion de la respuesta al tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica mediante la
determinacion de anticuerpos anti-T. cruzi, nuestros resultados mostraron
niveles de anticuerpos detectables mediante serologia convencional y no
convencional tras varios afios de seguimiento post-tratamiento en pacientes
con infeccién cronica, lo que estd en concordancia con los hallazgos de
estudios previos (Viotti et al., 1994; Britto et al., 1995; Solari et al., 2001;
Britto et al., 2001; Sanchez et al., 2005; 2008; Fernandes et al., 2009; Viotti et
al., 2011; Fernandez-Villegas et al., 2011; Aguiar et al., 2012).

La persistencia de anticuerpos circulantes en pacientes chagasicos
crénicos varios afos post-tratamiento se podria explicar por la existencia de
antigenos parasitarios procedentes de parasitos lisados remanentes durante un
largo periodo de tiempo en nddulos linfaticos tal y como ha descrito
anteriormente (Ahmed y Gray, 1996). Ademas, los anticuerpos séricos son
capaces de persistir durante periodos de tiempo prolongados, incluso en
ausencia de antigenos estimulantes (Siegrist y Aspinall, 2009). De esta
manera, constituyen el método de referencia para la determinacion de
infecciones resueltas, como es el caso de la varicela, el sarampion y las
paperas (Amanna et al., 2007). Sin embargo, la deteccion de anticuerpos 1gG
en la fase cronica de la enfermedad de Chagas, acompafiada en ocasiones de
manifestaciones clinicas asociadas al parasitismo tisular, no permite hablar de
infeccion resuelta y es necesario esperar un largo periodo de tiempo hasta que
los anticuerpos anti-T. cruzi sean indetectables para considerar que la
enfermedad esta curada. Asi, esta presencia de anticuerpos especificos anti-T.
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cruzi a largo plazo impide evaluar la eficacia del tratamiento con benznidazol
en base a los niveles de anticuerpos, ya que éstos permanecen detectables
muchos afios después del tratamiento especifico (Cancado, 1985).

V.2.2.1. Serologia convencional

La conversion a un resultado de serologia de Chagas negativo es el
criterio para considerar resuelta la enfermedad de Chagas (Cancado, 1999). En
nuestro estudio, tan sélo tres pacientes (de un total de 166; 1,8%) presentaron
un resultado de serologia negativo frente a T. cruzi durante el periodo de
seguimiento (al primer, segundo y tercer afo respectivamente), pudiendo
garantizarse la curacion de la enfermedad. Cabe destacar que, en los tres
casos, los indices/titulos de ELISA/IFI antes del tratamiento fueron bajos,
tampoco se detectd parasitemia mediante PCR en ningln momento ni antes ni
despues del tratamiento con benznidazol y, los tres pacientes, llevaban varios
afios de residencia en nuestro pais y por tanto fuera de area endémica. Esto
podria indicar que la infeccion estaba cerca de la fase de curacion en el
momento del diagndstico.

La curacion de la enfermedad en una pequefia proporcién de pacientes
de la cohorte estudiada en enfermos cronicos ha sido publicada previamente
por otros autores. Asi, Fernandes et al (2009) y Viotti et al (2011) publicaron
tasas de curacion del 5% y el 21% respectivamente, al tercer afio post-
tratamiento.

En general, la sero-conversion acontece entre 8 y 10 afios después del
tratamiento especifico y tan sélo en el 15% de los sujetos estudiados (Viotti et
al., 1994; Gallerano y Sosa, 2000; Viotti et al., 2006; Fabbro et al., 2007). En
nuestro trabajo, tras un periodo de seguimiento de hasta cuatro afios, los
anticuerpos siguieron detectables en la practica totalidad de los pacientes,
tanto mediante serologia convencional (98,2%), como no convencional
(100%). En base a nuestros resultados, los métodos seroldgicos, si bien
resultan muy Gtiles en el diagnostico de la fase cronica de la enfermedad, no
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se pueden utilizar para la monitorizacion de la eficacia del tratamiento anti-
parasitario durante esta fase. Los porcentajes de titulos de IFI, cuando solo se
ensayaron dos diluciones del suero problema, y de indices de ELISA en los
diferentes controles post-tratamiento fueron muy similares. Por tanto, se
requiere de un periodo de seguimiento muy prolongado para poder observar
una caida significativa en los niveles de anticuerpos que indique un posible
beneficio del tratamiento con benznidazol, asi como, un tiempo de estudio
todavia superior para demostrar la eliminacion de anticuerpos especificos anti-
T. cruzi en pacientes que se han curado.

No obstante cuando la técnica de IFI, que utiliza como antigeno
extracto total del parésito (serologia convencional), se realiz6 utilizando un
amplio margen de diluciones del suero problema, si se pudo observar una
tendencia a la disminucién en el titulo de anticuerpos en los sucesivos
controles post-tratamiento en el 65% de los pacientes, lo que esta en
concordancia con estudios previos (Viotti et al., 2011). Asi, la serologia
convencional permitio apreciar una disminucion progresiva del titulo de
anticuerpos post-tratamiento en funcion de la técnica empleada. La técnica
ELISA evaluada no permitio observar una disminucion en los indices de
anticuerpos en los diferentes controles post-tratamiento mientras que la
técnica de IFI utilizando diferentes diluciones del suero problema demostré
una disminucion en los titulos de anticuerpos en pacientes con enfermedad de
Chagas cronica tratados con benznidazol, indicando un posible efecto
beneficioso del tratamiento farmacologico.

La produccién de anticuerpos por células plasmaticas ha sido propuesta
como el mecanismo principal para mantener la inmunidad humoral a largo
plazo (Slifka y Ahmed, 1998; Edwards et al., 2004). Estas células plasmaticas
se localizan preferentemente en la médula 0sea y una pequefia proporcion en
el bazo (Radbruch et al., 2006), no obstante, en situacion de inflamacion
crénica, estas células se pueden encontrar en tejidos inflamados (Radbruch et
al., 2006). De este modo, una disminucion de la carga parasitaria en pacientes
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con infeccion cronica por T. cruzi tratados con benznidazol, podria reducir la
presencia de células plasmaticas en los tejidos inflamados con la consecuente
disminucion de la sintesis de anticuerpos.

Al estudiar la variacion en conjunto de los titulos de anticuerpos en los
diferentes tiempos estudiados mediante IFI ensayando varias diluciones del
suero problema, se observo un descenso estadisticamente significativo al
comparar los valores obtenidos al segundo afio post-tratamiento con respecto a
los obtenidos antes del tratamiento. Sin embargo, cuando se estudio la
variacion en los titulos atendiendo a la forma clinica de la enfermedad, se
observo que en los pacientes asintomaticos (IND) no se produjo un descenso
estadisticamente significativo. Mientras que, en pacientes con sintomatologia
cardiaca, los titulos disminuyeron de forma estadisticamente significativa a los
150 dias manteniéndose a lo largo del periodo de estudio (420 dias y 2° afio)
con independencia de la afectacion cardiaca que presentasen (K1, K2, K3). No
se observd un descenso estadisticamente significativo en los titulos de
pacientes con sintomatologia digestiva ni en los pacientes con manifestaciones
cardiacas y digestivas en ningin control post-tratamiento. Estos resultados
sugieren que, el descenso en los niveles de anticuerpos despues del
tratamiento con benznidazol fue significativo en pacientes con
manifestaciones clinicas cardiacas en la fase cronica de la enfermedad (el bajo
nimero de pacientes con manifestaciones digestivas y mixtas (cardiacas y
digestivas), 3 y 6 respectivamente, puede condicionar la no aparicion de
diferencias estadisticamente significativas). Esto se podria explicar
considerando que el benznidazol actuase sobre el parasitismo tisular,
disminuyendo el namero de células plasmaticas a este nivel y por tanto, los
niveles de anticuerpos circulantes. Ningun otro estudio ha evaluado el
descenso de los niveles de anticuerpos circulantes en funcion de la forma
clinica de la enfermedad de Chagas cronica.

Cuando el anélisis de los resultados de IFI, ensayando varias diluciones
del suero problema, se realizd de forma individualizada, un 65% de los
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pacientes presentaron una disminucion en el titulo de anticuerpos al comparar
el resultado obtenido previo al tratamiento con benznidazol y al segundo afio
post-tratamiento. En un 17,5% de los pacientes, el titulo de anticuerpos no
vario a lo largo del seguimiento. Incluso en un 17,5% de los pacientes, se
observé un incremento en los niveles de anticuerpos. Estos resultados podrian
indicar fracaso terapéutico, mientras que el descenso en los titulos podria ser
indicativo, como hemos sefalado anteriormente, de un efecto beneficioso. Sin
embargo, seran necesarios méas estudios para determinar si este incremento o
mantenimiento de los niveles de anticuerpos post-tratamiento es sinénimo de
fallo terapéutico, lo que podria apoyar la idea de un nuevo ciclo de tratamiento
con benznidazol (Viotti y Vigliano, 2007; Araujo et al., 2000).

El tratamiento durante la fase cronica de la enfermedad de Chagas ha
sido motivo de controversia durante muchos afios (Coura y Borges-Pereira,
2011). Sin embargo, nuestros resultados muestran el descenso post-
tratamiento en los niveles de anticuerpos circulantes en la mayoria de
pacientes. Estos resultados estan en concordancia con los publicados
previamente por otros autores (Viotti et al., 2011). Ademas, la disminucion de
los niveles de anticuerpos en pacientes tratados con benznidazol se ha
asociado a un mejor pronostico clinico con respecto a pacientes no tratados,
incluso cuando todavia no se ha alcanzado una conversion completa a
resultados de serologia negativos (Viotti et al., 1994, 2005). Por lo tanto,
nuestros resultados apoyan el tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica.

De acuerdo con nuestros resultados y los publicados por otros autores
(Viotti et al., 2011), se podria entender el efecto beneficioso del tratamiento
con benznidazol, en pacientes con infeccion crénica por T. cruzi,
considerando no Unicamente la conversion a niveles de anticuerpos
indetectables en dos técnicas seroldgicas, lo que garantizaria la cura de la
enfermedad, sino también, la disminucion en el titulo de anticuerpos en 2 0 3
técnicas serologicas convencionales. Si aplicaramos este concepto, un 65% de
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pacientes de nuestra cohorte con enfermedad de Chagas cronica se habria
beneficiado del tratamiento con benznidazol por la reduccion de los niveles de
anticuerpos circulantes en el control segundo afio post-tratamiento. No
obstante, seria necesario ampliar el namero de pacientes evaluados mediante
IFI ensayando diferentes diluciones del suero problema y evaluar otras
técnicas serologicas convencionales, diferentes de ELISA test system (Ortho
Clinical Diagnostic, USA), que no mostro diferencias en los indices de
anticuerpos post-tratamiento, para poder establecer la eficacia del tratamiento
con benznidazol basada, no sélo en la eliminacion completa de anticuerpos
circulantes, sino también en la reduccion de los niveles de anticuerpos
circulantes.

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con benznidazol en
pacientes con infeccion crénica por T. cruzi produce una variacion en los
resultados de serologia especifica en un plazo de seguimiento inferior al que
se habia considerado previamente. Viotti et al (2006) demostraron una
conversion a resultados de serologia negativos en el 15% de sus pacientes
tratados con benznidazol tras un periodo de seguimiento de 10 afos. Sosa-
Estani et al (2009) describieron una tasa de curacion entre el 8-40% en
pacientes chagasicos crénicos tratados con benznidazol en un periodo de
seguimiento de 10-20 afios. En un estudios mas recientes publicados por
Fernandes et al (2009) y Viotti et al (2011), se demostraron tasas de curacion
en el 5% y 21% respectivamente, a los 3 afos de seguimiento post-tratamiento
con benznidazol.

Por otra parte, en este estudio se analizo la influencia de un resultado de
PCR positivo en el seguimiento post-tratamiento en los niveles de anticuerpos
detectables mediante serologia convencional. Tan s6lo 8 pacientes en los que
se determinaron los titulos de anticuerpos mediante IFI ensayando varias
diluciones de suero problema presentaron algun control de PCR positivo
después del tratamiento. Estos pacientes no mostraron en ningin caso, un
incremento en el titulo de anticuerpos en el control con resultado de

178



V. Discusién

parasitemia detectable mediante PCR. Debido a que la muestra de estudio es
reducida, serdn necesarios analisis adicionales con un mayor ndmero de
pacientes para poder extraer alguna conclusion a este nivel.

V.2.2.2. Serologia con péptidos recombinantes

A pesar de que se observe un descenso en los niveles de anticuerpos de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica post-tratamiento con
benznidazol mediante determinadas técnicas de serologia convencional, es
precisa la busqueda de nuevos marcadores que permitan predecir la eficacia
del tratamiento con benznidazol a mas corto plazo y con mayor seguridad.

Con este fin, se analizo el nivel de anticuerpos presente en el suero de
pacientes chagasicos cronicos en diferente estadio clinico de la enfermedad
frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2.
Estudios previos habian demostrado la utilidad de la serologia no
convencional en el seguimiento de la respuesta al tratamiento en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica (Wendling et al., 2011; Sanchez et al., 2008;
Fernandez-Villegas et al., 2011). Los péptidos recombinantes de T. cruzi
KMP11, HSP70 y PFR2 fueron seleccionados entre varias proteinas
recombinantes porque demostraron ser antigenos inmunodominantes en
pacientes chagasicos (Requena et al., 1993; Puentes et al., 1999; Thomas et
al., 2000; Fernandez-Villegas et al., 2011). Nuestros resultados demuestran
que estos péptidos recombinantes, al igual que en publicaciones anteriores
(Fernandez-Villegas et al., 2011), reaccionan de manera especifica con sueros
de pacientes con enfermedad de Chagas.

Antes del tratamiento con benznidazol, los sueros reaccionaron de
forma diferente frente a KMP11, HSP70 y PFR2. Esta hecho podria ser
consecuencia de una exposicién diferencial del sistema inmune a cada uno de
los antigenos, debido a su localizacion especifica en el parasito (Thomas et
al., 2000; Rocha et al., 2010). Recientemente, Vieira et al (2012), han
sugerido la importancia de considerar las diferentes formas del ciclo biologico
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de T. cruzi capaces de estimular una respuesta inmunitaria distinta por parte
del hospedador. Ademas, las diferentes vias de transmision de la enfermedad
de Chagas, podrian condicionar un modelo de interaccion diferente entre la
forma parasitaria y el sistema inmunitario, lo que se traduciria en patrones
individuales de respuesta inmune frente a T. cruzi en funcion de la via de
transmision.

Para estudiar el efecto del tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas crénica sobre el patrén de reconocimiento de los
péptidos recombinantes de T. cruzi KMP11, HSP70 y PFR2, las muestras de
suero de 40 pacientes (18 asintomaticos, 13 cardiacos, 3 digestivos y 6
cardiacos-digestivos) fueron analizadas antes del tratamiento y despues de la
administracion del tratamiento con benznidazol a los 150 dias, 420 dias vy al
segundo afo post-tratamiento. Nuestros resultados muestran que los sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas presentaron una reduccion significativa
en los niveles de reactividad post-tratamiento frente a KMP11, HSP70 y
PFR2. Este descenso en la reactividad ocurrio a diferentes tiempos en funcién
del antigeno estudiado (KMP11 420 dias y HSP70 y PFR2 150 dias) y se
mantuvo a lo largo del periodo de estudio. De este modo, el analisis de la
reactividad sérica frente a estos antigenos parece una herramienta Gtil para
evaluar la influencia del tratamiento con benznidazol. Esta disminucion podria
interpretarse como consecuencia de una reduccion de la carga parasitaria
circulante tras el tratamiento con benznidazol, tal y como se ha comentado en
el caso de la serologia convencional. Ademas, también es probable que los
anticuerpos sintetizados frente a los péptidos recombinantes de T. cruzi
KMP11, HSP70 y PFR2 presenten una vida media mas reducida y por lo
tanto, sean mas susceptibles al tratamiento con benznidazol (Fernandez-
Villegas et al., 2011). Sin embargo, seran necesarios estudios adicionales con
mayor numero de pacientes para poder establecer datos concluyentes de
monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol mediante
serologia no convencional empleando estos antigenos recombinantes
(Wendling et al., 2011; Sanchez et al., 2008; Fernandez-Villegas et al., 2011).
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Nuestros resultados muestran que, en funcion de la forma clinica de la
enfermedad, el descenso en los niveles de reactividad frente a cada péptido se
produjo de forma especifica. Asi, en pacientes con enfermedad de Chagas
cronica indeterminada se observo un descenso estadisticamente significativo
para HSP70 y PFR2 a los 150 dias post-tratamiento. Sin embargo, en
pacientes con enfermedad de Chagas cronica cardiaca se observo un descenso
estadisticamente significativo para KMP11 (2° afio post-tratamiento), HSP70
(420 dias post-tratamiento) y PFR2 (420 dias post-tratamiento). Finalmente,
en pacientes con enfermedad de Chagas cronica mixta cardiaca y digestiva se
observé un descenso estadisticamente significativo Unicamente para KMP11
(2° afio post-tratamiento). Estos datos podrian indicar que el descenso a corto-
plazo en el reconocimiento de un péptido recombinante tras el tratamiento con
benznidazol estaria regulado de forma diferencial dependiendo de la forma
clinica de la enfermedad. No obstante, en un estudio similar publicado por
Fernandez-Villegas et al (2011), el descenso en la reactividad antigénica se
producia a unos tiempos post-tratamiento diferentes de los obtenidos en
nuestro ensayo, asi como la disminucion especifica de la densidad dptica en
funcion de la forma clinica de la enfermedad diferia de los resultados
obtenidos por nuestro grupo. De esta forma, sugerimos que, aunque el
descenso en la reactividad antigénica es incuestionable, nuevos disefios
experimentales con mayor nimero de pacientes serian necesarios para
confirmar el descenso especifico de la reactividad antigénica en funcion de la
forma clinica de la enfermedad, ya que ésta de momento, parece ser variable
en funcidn de la poblacion de pacientes estudiada.

Lo que si es evidente es que, la utilizacion de estos péptidos
recombinantes en la monitorizacién de la respuesta al tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas crénica, permite apreciar
un descenso en la reactividad antigénica en los sueros de los pacientes post-
tratamiento.
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Tanto con serologia convencional mediante técnica de IFI ensayando
varias diluciones del suero problema como con serologia no convencional, se
aprecia un descenso de los niveles de anticuerpos circulantes, bien frente al
extracto total del parasito o bien frente a los péptidos recombinantes de T.
cruzi KMP11, HSP70 y PFR2 respectivamente. Este descenso podria indicar
el efecto beneficioso del tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica, pero son necesarios mas estudios con mayor
numero de pacientes y la bdsqueda de nuevos marcadores gque permitan
establecer claramente el beneficio del tratamiento y asegurar la curacién a mas
corto plazo en pacientes crénicos (Mufioz-Davila et al., 2011).

Al estudiar los niveles de anticuerpos determinados mediante serologia
no convencional en aquellos pacientes con resultado de PCR post-tratamiento
positivo, tampoco se observo en ninguno de los 8 casos, un incremento en la
medida de la densidad Optica en el control con resultado de parasitemia
detectable mediante PCR. Por lo tanto, seran necesarios estudios adicionales
con mayor numero de pacientes para estudiar la influencia de un resultado de
parasitemia detectable en los niveles de anticuerpos circulantes.

Un resultado negativo de serologia es el criterio para considerar a un
individuo curado de infeccién cronica por T. cruzi (Cancado, 1999). No
obstante, modelos animales estudiados por Martins et al (2008) demuestran la
persistencia de ADN del parasito en tejidos (especialmente, corazén, masculo
esquelético y vejiga) de ratones con infeccion por T. cruzi con resultado de
PCR negativo en sangre periférica y serologia convencional negativa. Esta
publicacion genera dudas sobre si estos resultados podrian ser extrapolables al
ser humano como ha ocurrido con otros resultados obtenidos primero en el
modelo murino y posteriormente en el ser humano (Coronado et al., 2006). En
este caso, si pacientes considerados curados de infeccion cronica por T. cruzi,
en base a un resultado negativo de técnicas serologicas convencionales
coexistente con un resultado negativo de PCR en sangre periférica,
presentasen un resultado positivo de PCR al estudiar determinados tejidos,

182



V. Discusién

habria que plantear el concepto de infeccion oculta por T. cruzi como aquella
entidad en la que el parasito sigue vivo en los diferentes tejidos sin producir
una respuesta inmunoldgica y sin ser detectado en sangre. Este concepto de
infeccion oculta ya se ha postulado en otras infecciones como la causada por
el virus de la hepatitis C (Pham et al., 2010). No obstante, la realizacion de
procedimientos invasivos, como la obtencion de biopsias para la técnica de
PCR en tejidos, necesaria para la comprobaciéon de esta hipotesis en seres
humanos, debe ser evitada, siempre que la situacion clinica del paciente
muestre ausencia de patologia chagasica con resultados de serologia y PCR en
sangre periférica negativos, marcadores que indican curacion de la infeccion
crénica por T. cruzi mientras que no exista evidencia de lo contrario.

Ademas de la basqueda urgente de técnicas y marcadores que permitan
conocer con mayor exactitud la eficacia del tratamiento con los farmacos
tripanocidas disponibles en pacientes con enfermedad de Chagas croénica.
También es fundamental la busqueda de nuevos farmacos con menor nimero
de efectos secundarios y activos frente a cepas de T. cruzi infectantes que han
demostrado resistencia a la terapia disponible actualmente. Villarreal et al
(2004) publicaron la ausencia de correlacion entre la susceptibilidad in vitro
de las cepas de T. cruzi y el resultado de la terapia en pacientes con
enfermedad de Chagas. Por tanto, los datos epidemioldgicos (segun el clon de
T. cruzi infectante en la region de origen) y la monitorizacion de la respuesta
terapéutica a corto plazo seran fundamentales para establecer el tratamiento en
pacientes en fase cronica. La utilidad de la PCR como herramienta para la
deteccion precoz de casos refractarios a la terapia anti-parasitaria también
podria ser aprovechada para la evaluacion de nuevos farmacos propuestos
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas que se encuentren en fase de
investigacion.

En nuestra unidad, la tasa de pacientes chagasicos cronicos con efectos
adversos al benznidazol ascendié al 40,3% (Carrilero et al., 2011). La
urgencia en la busqueda de nuevos farmacos Utiles en el tratamiento de la
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enfermedad de Chagas, ademas de presentar una opcion alternativa de
tratamiento en caso de infeccion por cepas resistentes al benznidazol y/o
nifurtimox, persigue también disminuir el numero de efectos secundarios. En
caso de fracaso terapéutico por incumplimiento, es posible volver a iniciar el
tratamiento con el mismo farmaco cuyas pautas de posologia no se han
cumplido, sin embargo, cuando se ha demostrado la infeccion por una cepa
resistente al tratamiento con benznidazol y/o nifurtimox, se deberia plantear la
eleccion de otra opcion farmacoldgica. No obstante, la investigacion en
terapia anti-T. cruzi es escasa y todavia no se ha aprobado ningun otro
farmaco para el tratamiento de la enfermedad, por ello, es urgente la sintesis
de nuevas moléculas con actividad tripanocida (Mufioz-Davila et al., 2011).

V.3. Monitorizacion de los niveles de Oxido nitrico en pacientes con
efectos adversos al tratamiento con benznidazol

El éxido nitrico ejerce su actividad tripanocida mediante la generacion
de radicales libres de oxigeno que afectan a enzimas clave de la replicacion
del parésito. T. cruzi carece de sistemas para disminuir la toxicidad de
radicales libres de oxigeno, por lo que es muy sensible a su accion. El ser
humano, si posee enzimas que disminuyen la toxicidad de estos radicales
libres, no obstante, cuando éstos estan presentes en elevada concentracion, las
células humanas también van a ser susceptibles a su accion toxica.

Se ha comprobado que la administracion de benznidazol produce un
aumento de la concentracion de Oxido nitrico por la activacion de los
macrofagos (Murta et al., 1999). Asi, el benznidazol posee una actividad
sinergica con farmacos cuyo mecanismo de accion es el incremento de la
concentracion de 6xido nitrico (Gutierrez et al.,2009; Machado et al., 2010;
Pavanelli y Nogueira, 2010). No obstante, ningun autor se habia planteado
hasta la fecha que el incremento en la concentracion de 6xido nitrico pudiera
ser el responsable de los efectos adversos al tratamiento con benznidazol. La
implicacion del 6xido nitrico en diversos procesos inflamatorios (Bogdan,
2001) apoya esta hipoétesis, ya que muchos de los efectos secundarios al
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tratamiento con benznidazol son de naturaleza inflamatoria (Carrilero et al.,
2011).

Nuestros resultados demostraron que no existian diferencias en las
concentraciones de Oxido nitrico en sueros de pacientes con enfermedad de
Chagas con respecto a sueros de personas sanas. Estos resultados son
comprensibles considerando que nuestra cohorte de pacientes estudiada estaba
constituida por pacientes con enfermedad de Chagas cronica, en los que la
patogenia de la enfermedad se fundamenta en la persistencia del parasito y en
el dafio auto-inmune, por lo que la primera linea de defensa de la infeccidn
aguda basada en la actividad tripanocida del éxido nitrico en el interior de los
macréfagos estaria ya ausente. Por ello, cabria esperar no apreciar cambios
significativos en la concentracion de oOxido nitrico en la poblacion de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica con respecto a individuos sanos.

Por otra parte, de acuerdo con nuestros resultados, las concentraciones
de oxido nitrico en suero de pacientes con enfermedad de Chagas antes del
tratamiento y 90 dias post-tratamiento con benznidazol, fueron muy similares
en pacientes con enfermedad de Chagas sin efectos adversos. No obstante, el
analisis global de las concentraciones de Oxido nitrico antes y después del
tratamiento con benznidazol, también fue muy similar en el grupo de
pacientes con efectos adversos al tratamiento. El anélisis individual, segun el
efecto adverso estudiado, mostré un patrén irregular de niveles en el que
algunos pacientes mostraban un incremento y otros una disminucion de la
concentracion de 6xido nitrico tras la aparicion de los efectos adversos.

De este modo, parece que la concentracion de 6xido nitrico en suero no
esta relacionada con la aparicion de efectos adversos al benznidazol. Esta
molécula, ademas de su papel tripanocida en la fisiopatologia de la
enfermedad de Chagas (Gutierrez et al., 2009; Murta et al., 1999; Machado et
al., 2010; Pavanelli y Nogueira, 2010), esta reconocida como uno de los
moduladores mas versatiles del sistema inmune del ser humano, estando
demostrada su implicacién en la patogenia de tumores (Bogdan, 2001; Briine
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et al., 1999; DiNapoli et al., 1996; Hung et al., 1998), procesos auto-inmunes
(Kolb et al., 1998; Bogdan et al., 2000) y enfermedades degenerativas
(Bogdan et al., 2001), ademas de en otros procesos infecciosos (DeGroote et
al., 2001; Nathan et al., 2000; can der Hiede et al., 2000; Winckler et al.,
2001; Vazquez-Torres et al., 2000; St John et al., 2001). Ademas, interviene
en numerosas reacciones metabolicas del ser humano. Asi, si bien el
tratamiento con benznidazol produce un aumento de la concentracion de 6xido
nitrico al activar a macréfagos, los niveles de este mediador pueden verse
modificados por diferentes factores. Esto hace dificil asociar las variaciones
de la concentracién de éxido nitrico con la aparicién de efectos adversos.
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VI. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Los resultados de este trabajo conducen a las siguientes conclusiones:

En pacientes con enfermedad de Chagas congénita, la técnica de PCR
es una herramienta util para monitorizar la eficacia del tratamiento con
benznidazol, permitiendo la deteccion temprana de fracasos
terapéuticos.

En pacientes con enfermedad de Chagas congénita, el seguimiento de
los niveles de anticuerpos anti-T. cruzi mediante serologia
convencional permite determinar la eficacia del tratamiento, aunque
mas a largo plazo que la PCR.

El tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas
congenita tuvo una eficacia del 100% en los pacientes de nuestro
estudio que finalizaron el periodo de seguimiento. La curacion se
alcanz6 maés rapidamente cuanto menor fue el intervalo de tiempo
transcurrido entre el inicio del tratamiento y el nacimiento.

En pacientes con enfermedad de Chagas cronica, la monitorizacion de
la respuesta al tratamiento mediante PCR permite la deteccién de fallos
terapéuticos y picos de parasitemia a lo largo del curso prolongado de
la enfermedad.

El benznidazol produce un rapido aclaramiento de la parasitemia
detectable mediante PCR en el 100% de los pacientes a los 30 dias tras
inicio del tratamiento, demostrando una excelente actividad tripanocida
en pacientes en fase cronica de la enfermedad.

La serologia convencional es la técnica de referencia en el diagndstico
de la enfermedad de Chagas cronica, no obstante, no es util para la
monitorizacion del tratamiento con benznidazol, ya que los niveles de
anticuerpos son detectables varios afios post-tratamiento.

Unicamente cuando la determinacion de anticuerpos mediante serologia
convencional se realiz6 mediante IFI ensayando varias diluciones del
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8)

9)

suero problema, se pudo determinar una disminucién en los niveles de
anticuerpos, indicando probablemente el beneficio del tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

La determinacion de anticuerpos mediante serologia no convencional
(péptidos recombinantes KMP11, HSP70 y PFR2) mostr6 una
reduccion de los niveles indicativa del beneficio del tratamiento con
benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

La aparicion de efectos adversos al tratamiento con benznidazol en
pacientes con enfermedad de Chagas cronica no parece estar asociada a
un incremento de los niveles de 6xido nitrico.
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