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RESUMEN

La enfermedad de Chagas cronica se caracteriza por presentar parasitemias sub-
patentes y escaso parasitismo intracelular. En Chile, hasta hace algunos afios, el diagnostico
parasitolégico y la evaluacion de tratamiento en esta fase de la enfermedad se realizaba
exclusivamente mediante Xenodiagndstico (XD). La Reaccion de Polimerasa en Cadena
(PCR) y la posterior hibridacion de los productos amplificados con sondas de kDNA de
Trypanosoma cruzi, abrieron nuevas perspectivas para el diagnodstico, evaluacion
quimioterapéutica y el estudio de diversos aspectos basico-clinicos de la afeccion.

Los objetivos planteados en este estudio fueron: establecer, en seguimiento
prolongado, la sensibilidad de PCR en chagasicos cronicos tratados y posterior hibridacion
de los productos de PCR con sonda de kDNA de T. cruzi marcada con P*, en comparacion
con los resultados del XD; correlacionar, siete afios post-terapia, la presencia o ausencia de
T. cruzi determinada por PCR, XD e hibridacion, con la condicion electrocardiografica;
evaluar, en comparacion con la observacion microscopica, la sensibilidad y precocidad de
PCR aplicada en deyecciones de triatominos alimentados sobre chagasicos crénicos
mediante XD y la complementariedad de ambas técnicas. Finalmente, determinar, diez afios
post-terapia, si existe asociacion entre la positividad de XD y PCR y algunos antecedentes
epidemioldgicos relacionados con el habitat intradomiciliario de Triatoma infestans. Todos
los individuos procedian de zonas de endemia chagésica bajo control anti-triatominico y

participaron en este estudio bajo consideraciones €ticas y consentimiento informado.



Se evidencié mediante PCR y posterior hibridacion, una banda de 330 pb de kDNA
de T. cruzi en el 60% y 53% de los chagasicos tratados con Itraconazol y Alopurinol,
respectivamente y cuyo XD era negativo (p<0.0001). Siete afios post-terapia, se demostrd
la independencia entre la presencia o ausencia de T. cruzi determinada por XD, PCR ¢
hibridacién y la condicion electrocardiografica. Con respecto a la cardiopatia, se observo un
90% vy 88% de prevencion, 58% y 50% de regresion y 10% y 13% de progresion, en los
grupos con y sin parasitemia, respectivamente (p>0.05). Por otra parte, en casos XD
positivo, el PCR demostré mayor precocidad que la observacion microscopica, al detectar
la banda de 330 pb de kDNA de T. cruzi en el 92% y 100% de los casos, a los 30 y 60 dias
de incubacién de los triatominos, respectivamente. E1 XD, para los mismos periodos,
presentd positividades del 44% y 84% (p=0.001). PCR present6 ademdas mayor
sensibilidad, al detectar al pardsito en el 36% de los casos con XD negativo. Ambas
técnicas demostraron su complementariedad, puesto que a los 30 dias, el 48% tuvo PCR
positivo mientras el XD fue negativo. Finalmente, se demostré mediante XD y PCR, que la
persistencia del pardsito en pacientes tratados, no esta relacionada con la presencia de T.
infestans intradomiciliario.

Los resultados de este estudio, han confirmado las ventajas de la aplicacion de
nuevas técnicas de biologia molecular, como el PCR e hibridacion, en el estudio de
entidades complejas, como lo es la relacion hospedador-T.cruzi en la enfermedad de
Chagas cronica. Al mismo tiempo, nos han permitido plantear nuevas hipotesis de trabajo,

que esperamos nos permitan seguir contribuyendo al conocimiento de esta afeccion.

I. INTRODUCCION



A. Introduccién general

Trypanosoma cruzi es un protozoo parasito hemoflagelado que pertenece al Orden
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae. Produce la denominada enfermedad de Chagas
o trypanosomiasis americana, endémica desde el sur de los Estados Unidos (42° N) al sur
de Argentina y Chile (43° S). Esta afeccion compromete a unos 30 millones de personas
existiendo unos 90 millones con riesgo de contraerla por vivir en areas endémicas (Brener y
cols, 2000; WHO, 1991).

La mayoria de las personas adquieren la enfermedad de Chagas en forma silenciosa,
sin presentar sintomas y signos de la enfermedad. En Chile, la mayoria de los individuos
con enfermedad de Chagas cronica, se encuentran en el periodo indeterminado, el cual se
caracteriza por presentar bajos y esporadicos niveles de parasitemia (Brener y cols, 2000;
Umezawa y cols, 2001).

La enfermedad de Chagas debe ser tratada en todos los periodos del curso de la
misma salvo en el periodo cronico termina. No existe un farmaco ideal para para la etapa
cronica. Los tinicos farmacos que se utilizan en el hombre de acuerdo a normas éticas y
clinicas son Nifurtimox y Benznidazol (OPS/OMS 1999; Rodriguez Coura y De Castro,
2002).

Los efectos adversos de estos farmacos y su limitada eficacia en casos cronicos, ha
sugerido investigar otros fAirmacos ya utilizados en el tratamiento de otras patologias no
relacionadas, y que exhiben actividad contra T. cruzi y son inocuos para el hombre, tales

como Alopurinol e Itraconazol (Apt, 1999).



La evaluacién del tratamiento de la enfermedad de Chagas en la fase crdnica
humana, estd limitada por la ausencia de un criterio fidedigno de curacion. En los ultimos
afos, la técnica de PCR (Reaccion de Polimerasa en Cadena) y posterior hibridacion de los
productos amplificados, han sido aplicadas en diversos estudios de evaluacion post-terapia,
evidenciando su alta sensibilidad (Solari y cols, 1998; Britto y cols, 1995b; Britto y cols,
2001; Zulantay y cols, 2004). No obstante, otras herramientas parasitologicas, tales como el
Xenodiagnostico (XD), atn constituyen alternativas para evaluar a chagésicos cronicos
sometidos a terapia especifica (Schenone y cols, 2003).

Por otra parte, no existe consenso acerca de la utilidad de la evaluacion
electrocardiografica en el seguimiento de chagasicos cronicos tratados, no obstante Apt y
cols (2003), evidencian regresion y prevencion de anormalidades en pacientes tratados con

Alopurinol o Itraconazol.

B. Trypanosoma cruzi

a.- Generalidades

Trypanosoma cruzi es un protozoo mastigoforo perteneciente a la Familia
Trypanosomatidae, en cuyo ciclo bioldgico intervienen mamiferos e insectos vectores
reduvideos de la Familia Triatomidae (Atias, 2000). Los parasitos son transmitidos a través de
las deposiciones infectadas que el vector elimina en el momento de alimentarse (Brener,
1985). Los hospedadores mamiferos pueden ser el hombre y algunos animales domésticos
(caninos, felinos, caprinos, bovinos, equinos, ovinos y conejos) o silvestres (roedores,

primates, marsupiales y edentados) (Wendel y cols, 1992).



Los vectores biologicos de T. cruzi son insectos hematofagos limitados a
invertebrados del Orden Hemiptera, familia Reduvidae, subfamilia Triatominae que incluye
a mas de 100 especies. De los 16 géneros distintos que son susceptibles a la infeccion por
T. cruzi, los mas importantes son Pastrongylus, Rhodnius y Triatoma (Goble, 1970; Pinto
Dias, 1990). Los triatominos vectores de T. cruzi estan distribuidos entre las latitudes 42° N
(sur de California) y la latitud 43° S (Argentina y Chile) (PHAO, 1994).

En Chile, Triatoma infestans representa la especie de mayor importancia
epidemioldgica para la enfermedad de Chagas por su adaptacion al ambito humano,
alimentandose del hombre y sus animales domésticos, manteniendo el ciclo doméstico de la
enfermedad. El otro vector, Mepraia spinolai (sinonimia: Triatoma spinolai), sélo se ha
descrito en Chile y habita en zonas silvestres especialmente canteras, guaneras de aves,
cuevas de animales, ocasionalmente en corrales y muros de piedra periantropicas y rara
vez en la vivienda humana. Su valor epidemiolédgico radica en el mantenimiento del ciclo
silvestre de la enfermedad (Canals y cols, 2000). En sus diversos hospedadores y en los
medios de cultivo T. cruzi presenta tres aspectos morfologicos fundamentales:
tripomastigote, de aspecto fusiforme, de unos 20 um de largo, con citoplasma granuloso y
un nucleo central vesiculoso. Posee un kinetoplasto subterminal posterior al nucleo, del
cual emerge una membrana ondulante que recorre al parésito y en cuyo borde libre lleva un
flagelo que emerge por la extremidad anterior (Figura 1); epimastigote, de aspecto
fusiforme, de unos 20 um de largo, con un kinetoplasto localizado por delante del ntcleo, o
a su nivel, y presenta una corta membrana ondulante y un flagelo libre; amastigote,

elemento redondeado de unos 2 um de didmetro, en el cual se distingue el nucleo y el



kinetoplasto, aparentemente aflagelado, con un corto flagelo no emergente visible al
microscopio electrénico (Brener y cols, 2000).

Figura 1
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Tripomastigote de Trypanosoma cruzi

Los triatominos se infectan al ingerir sangre de mamiferos que contienen
tripomastigotes, los que se multiplican activamente como epimastigotes por fisiéon binaria
en el intestino medio del insecto, al cabo de 15-30 dias, se eliminan en forma de
tripomastigotes metaciclicos a través de las deyecciones emitidas por el insecto infectado
en el momento de picar a un nuevo mamifero. Las formas tripomastigotes infectantes
atraviesan la piel por el sitio de la picadura hasta penetrar en las células del huésped
vertebrado donde se diferencian a amastigotes, que se multiplican hasta romper la célula

huésped infectando nuevas células o invadiendo la sangre periférica. El ciclo biologico se



completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por los insectos hematdfagos (Atias,
2000).

T. cruzi se compone de una amplia variedad de poblaciones circulantes en insectos
vectores, animales vertebrados que actian como reservorios del parésito y en el hombre.
Esta amplia diversidad podria implicar caracteristicas bioldgicas distintivas entre las
poblaciones estudiadas, las cuales incluirian efectos patologicos, inmunoldgicos,
vulnerabilidad a farmacos y otras caracteristicas de importancia médica (Dvorak, 1984;
Ayala, 1993). Esto ha motivado la generacion de diversas lineas de investigacion sobre sus
propiedades bioldgicas, que incluye curvas de parasitemia, respuesta inmune, sensibilidad a

farmacos y virulencia en modelos experimentales, etc. (Brener y cols, 2000).

b.- Kinetoplasto

T. cruzi, como también otros miembros de la Familia Trypanosomatidae, se
caracteriza por poseer una unica mitocondria (Simpson, 1972; Brener y cols, 2000). El
DNA kinetoplastidico (kDNA) representa cerca del 20% del DNA total del parasito. Esta
formado por minicirculos (1.4 kpb) y maxicirculos (1.6 kpb) de DNA encadenados
formando una compleja red compacta (Riou y Pautrizel, 1969). Existen al menos 50 copias
idénticas de maxicirculos que son similares al DNA mitocondrial de los eucariontes
superiores y codifican RNAs ribosomales y proteinas involucradas en la generaciéon de ATP
en la mitocondria (Simpson, 1987). Los minicirculos existen en nimero variable (entre
3000 y 30000 copias), pudiendo haber heterogeneidad de secuencia entre los minicirculos
de cada clon de T. cruzi. Cada minicirculo representa cuatro regiones de secuencia
altamente conservada, las cuales estan regularmente distribuidas cada 90° entre si y con un

tamafio cercano a las 120 pb y representan los origenes de replicacion de los minicirculos



(Kitchin y cols, 1985). Asi también, contiene cuatro regiones hipervariables en secuencias

de tamafio cercano a 250 pb (Ray, 1989; Sheline y cols, 1989); Coelho y Cols, 2003)

c.- Genética

El genoma de T. cruzi estd en dos compartimentos celulares bien definidos, nucleo
y mitocondrias que contienen el kinetoplasto (Brener y cols, 2000). Estudios de aloenzimas
o fragmentos de restriccion de kDNA han mostrado un marcado polimorfismo en
poblaciones naturales de T. cruzi. Por otra parte, el analisis de isoenzimas mediante
electroforesis (zimogramas) ha permitido la clasificacion de parasitos aislados de diferentes
hospedadores en categorias llamadas zimodemas (Tibayrenc y Ayala, 1988). Un zimodema
incluye todos los pardsitos que muestran patrones idénticos para un grupo de enzimas. La
caracterizacion de diferentes poblaciones de parasitos ha sido también realizada por
estudios de polimorfismo de los fragmentos de restriccion del kDNA (RFLP). Los
parasitos que exhiben el mismo patron de RFLP pertenecen a un mismo esquizodema.
Diferentes grupos de investigadores han descrito una estrecha correlacion entre zimodemas
y esquizodemas, sugiriendo que los genes estructurales nucleares que codifican enzimas y
el DNA extranuclear (kDNA) han tenido una evolucion paralela (Montamat y cols, 1999).

Miles y cols (1977, 1978), estudiando cepas de T. cruzi en el norte de Brasil,
describen la presencia de tres zimodemas (Z1, Z2 y Z3). Los parasitos Z1 y Z3 fueron
encontrados en el ciclo selvatico y en casos agudos humanos, mientras los parasitos Z2
fueron encontrados en el ciclo de transmision doméstico. Luego de extensos estudios de
genética de poblaciones de T. cruzi en diversos paises de Sudamérica, surgid la teoria de
estructura clonal para las poblaciones de este parasito. Para incrementar la cantidad de

sistemas isoenzimaticos, Tibayrenc y cols, (1986) y Tibayrenc y Ayala (1988), analizaron



los perfiles isoenzimaticos de 645 muestras de T. cruzi aislados de una variedad de
hospedadores vertebrados e invertebrados con una amplia distribucion geografica,
observandose en ellos una amplia variedad genética. Estudios de epidemiologia genética
han permitido identificar al menos 43 zimodemas distintos (Z1 a Z43), correspondiente a
clones naturales de T. cruzi (Tibayrenc, 1998).

Otras investigaciones han empleado técnicas de hibridacion de DNA vy analisis de
esquizodemas (generacion de fragmentos de KDNA por el uso de enzimas de restriccion) en
poblaciones de T. cruzi en Chile y otros paises de América del Sur. Estos estudios
concuerdan con la caracterizacion mediante isoenzimas y apoyan la hipdtesis de clonalidad,
lo que implica que los marcadores especificos del kDNA y del DNA nuclear son
transmitidos en conjunto a la progenie (Carrefio y cols, 1987, Solari y cols, 1992, Venegas
y cols, 1997). Tibayrenc y Ayala (1988) determinan la existencia de clones muy cercanos
genéticamente, como también la amplia distancia genética que los separa de otros. El
nimero de clones en el taxon T. cruzi no es limitado, como se ha demostrado al incrementar
el numero de cepas estudiadas utilizando técnicas de mayor resolucién que han permitido
evidenciar una mayor variabilidad (Breniere y cols, 1999).

Tibayrenc y Ayala han analizado la evolucion de T. cruzi mediante el analisis de
zimodemas. Asumiendo que el parasito es diploide, ellos han asignado un correspondiente
genotipo a cada uno de los fenotipos observados y aplican un criterio de genética de
poblaciones para evaluar los resultados. Observaron la ausencia de segregacion alélica y de
recombinacion génica, indicando que la reproduccion sexual es muy restringida y
concluyen que las poblaciones circulantes de T. cruzi tienen basicamente un estructura

clonal. (Montamat y cols, 1999).



T. cruzi exhibe en la naturaleza una alta variabilidad genética, demostrada por
diferentes marcadores (Miles, 1983, Tibayrenc y Ayala 1988, Gibson y Miles 1986, Solari
y cols, 1991; Solari y cols, 1992, Steindel y cols, 1993, Tibayrenc y Ayala 1993). Esta
amplia diversidad podria implicar caracteristicas bioldgicas distintivas entre las poblaciones

estudiadas (Miles y cols, 1977; Dvorak, 1984; Ayala, 1993; Fonseca y Romanha 1999).

d.- Poblaciones de T. cruzi circulantes en Chile

En Chile circulan fundamentalmente cinco tipos de clones; ellos son los clones 19,
20, 32, 33 y 39, llamados clones mayores por ser muy frecuentes en extensas regiones de
Latinoamérica (Tibayrenc y Breniere, 1988). En Chile, los clones 19 y 20 se encuentran
preferentemente en el ciclo silvestre, es decir, en el habitat de M. spinolai y de animales
silvestres (Frias y cols, 1998). Por el contrario, aislados de T. cruzi pertenecientes a este
mismo grupo fueron hallados en T. infestans, vector exclusivo de la enfermedad en la 11
Region del pais (Gonzalez y cols, 1995).

Por su parte, los clones 32, 33 y 39 circulan de preferencia en el ciclo doméstico,
son transmitidos por T. infestans y se encuentran en el hombre, aunque el clon 39 es el mas
frecuente (Solari y cols, 1992) y parece representar casi el unico existente en sectores

rurales de la Regién Metropolitana (Mufioz y cols, 1994).

e.- Amplificacion de DNA de Trypanosoma cruzi por PCR
El DNA nuclear y kinetoplastidico de T. cruzi contiene varias secuencias repetitivas
que son de mucha utilidad como blanco para la técnica de PCR. Mediante esta técnica es

posible amplificar secuencias especificas faciles de purificar desde el trypanosoma



(Wincker y cols, 1994; Junqueira y cols, 1996). Con los primers 121 y 122, se amplifican
fragmentos de DNA de 330 pb desde la region variable de los minicirculos de T. cruzi
(Sturm y cols, 1989). Por otra parte, el satélite repetido de DNA nuclear de 195 pb de T.
cruzi, es el blanco de los primers Tcz1/Tcz2 y Diaz1/Diaz2, los cuales no amplifican DNA
desde otros Trypanosomas o Leishmanias. Los primers S35/S36 también amplifican kDNA

de otros parasitos Kinetoplastidae tales como especies de Leishmania y T. rangeli.

f.- Xenodiagnostico

El Xenodiagnostico (XD) es un procedimiento desarrollado por Brumpt (1914),
que utiliza el vector, mantenido en condiciones de laboratorio, para la deteccion de la
infeccion de T. cruzi en el hombre y otros mamiferos. En el XD se usan ninfas de
triatominos criadas en laboratorio que son alimentadas con gallinas, refractarias a la
infeccion. Para el XD, se emplea una cajita cilindrica de madera o material similar que lo
reemplace, cubierto por una pieza de gasa, y que contiene 7 a 10 ninfas de tercer estadio del
T.infestans, el contenedor es sujetado por un brazalete, y aplicado, durante 20 a 30 min,
sobre la superficie de la piel de los miembros superiores de los individuos a examinar.
Luego de la aplicacion, las ninfas son mantenidas bajo condiciones de laboratorio. A los 30,
60 y 90 dias, las deyecciones de los insectos son examinadas microscopicamente en busca
de formas tripomastigotas moviles de T. cruzi (Schenone, 1999a).

Il. ANTECEDENTES

C. Enfermedad de Chagas

a.- Generalidades



El hospedador humano puede infectarse por variados mecanismos, de los cuales el
principal y de mayor importancia epidemioldgica es la transmision a través de las
deyecciones de triatominos parasitados. Este es el mecanismo natural, causante de la
llamada "infeccion adquirida". La infeccion transfusional ha sido considerada como la
segunda en importancia, seguida por la infeccion congénita o transplacentaria (Apt y Reyes,
1990; Atias, 1999; Noireau, 1999). En el hombre, la infeccién afecta, en grado variable,
diversos 6rganos y sistemas, especialmente el corazon y el tubo digestivo (Apt, 1991).

La infeccion humana por T. cruzi presenta un periodo de incubacion que varia entre
los 4 a 10 dias, es generalmente asintomatica. Posteriormente, sobreviene la fase aguda
donde la parasitemia es relativamente alta. En esta fase es frecuente la aparicion de una
pequena lesion en el sitio de la picadura denominada chagoma de inoculacion, que si esta a
nivel de la conjuntiva, puede producir un edema duro bipalpebral unilateral, con
dacrioadenitis e inflamacion del ganglio preauricular el conjunto de estas manifestaciones
se denomina sindrome de Romafia. En esta fase, los pacientes pueden presentar fiebre,
anorexia, diarrea y vomitos, hepato-esplenomegalia, edemas generalizados, adenopatias
difusas e inclusive alteraciones electrocardiograficas y/o radiograficas que indican una
miocarditis aguda. Cuatro a ocho semanas después de la fase aguda, se inicia la fase
indeterminada que se caracteriza por la ausencia de signos y sintomas, y de alteraciones de
los examenes de laboratorio manteniendose por afios o por tiempo indefinido. En Chile
alrrededor de un dos por ciento de estos casos anualmente desarrollan una cardiopatia. En
Brasil el porcentaje de pacientes en periodo indeterminado que pasan anualmente a
cardiopatas 0 a mega sindromes digestivos es inferior al 2%. Despues de varios afios ( por

lo general mas de 10) se desarrolla la enfermedad de Chagas crénica.



Recientemente, se ha dividido la etapa crénica de la enfermedad de Chagas en
periodo crénico reciente (individuos chagésicos menores de 12 afios) y en periodo cronico
tardio, que se caracteriza por presentar una parasitemias subpatentes y se puede presentar
una miocardiopatia dilatada o megasindromes digestivos, principalmente megaesofago y
megacolon o compromisos del sistema nervioso (OPS, 1999). Estimaciones realizadas por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) senalan que aproximadamente un 27% de los
infectados sufrira dafio cardiaco, un 6% evolucionara hacia el desarrollo de megavisceras y
un 3% sufrird dafio neuroldgico, y un 64% de los infectados no desarrollara sintomatologia

clinica (Apt y Reyes, 1990; Moncayo, 1991; WHO, 1991; Noireau, 1999).

b.- Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es de amplia distribuciéon geografica en Centro y
Sudamérica, extendiéndose desde el sur de los Estados Unidos de Norteamérica, en el
paralelo 35° latitud norte, hasta Chile y Argentina (Apt y Reyes, 1990). En Chile, el area
endemoenzootica se extiende entre el paralelo 18° por el norte (I Region) y el paralelo 34°
por el sur, es decir, VI Region (Apt, 1991), siendo las regiones Il y IV consideradas
hiperendémicas (Schenone y cols, 1991a; Schenone y cols, 1995a) (Figura 2).

Se estima que en Chile la infeccion humana por T. cruzi en la zona endémica tiene
una prevalencia serologica del 16.7% en los sectores rurales - periurbanos y de un 1.9% en
los sectores urbanos de esta areas (Schenone y cols, 1995a). La prevalencia en donantes de
sangre se ha determinado en un 2,7% (Contreras y cols, 1992).

Esta situacion epidemioldgica, sentd las bases para la planificacion de programas de

eliminacion del vector y control de donantes de sangre en zonas endémicas. Es asi, como a



través de la Iniciativa de los Paises del Cono Sur (OPS, 1996), se ha certificado
recientemente a Chile como el segundo pais que ha interrumpido la transmisioén vectorial
de la enfermedad de Chagas. De acuerdo a los antecedentes entregados por la OMS, la
disminuciéon en mas de un 99.8% en la tasa de infestacion domiciliaria por Triatoma
infestans, indicarian que la infeccion adquirida a través del vector ya no seria el principal
mecanismo de transmision. En relacion al control de la infeccion adquirida a través de la
via transfusional, se ha informado una cobertura del 100% de donantes de bancos de sangre
en las areas endémicas (WHO, 2000).

Figura 2

Mapa politico-administrativo de Chile.
I a VI Region : area de endemia chagasica,
incluida * Region Metropolitana.

c.- Diagndstico serolégico y parasitolégico

Los primeros anticuerpos detectados en el curso de la infeccion por T. cruzi
pertenecen a la clase IgM, siendo reemplazados gradualmente por IgG a medida que

progresa la infeccion (Noireau, 1999). En Chile, el diagnostico serologico se realiza



rutinariamente mediante hemaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta
(IFT) y ELISA (Zulantay y cols, 1998a). La sensibilidad de estas técnicas depende de la
fase de la enfermedad y del tipo de inmunoglobulina estudiada. De este modo, en la fase
crénica, IgG alcanza una sensibilidad entre el 95% y 100%, no asi en la fase aguda en que
IgM presenta una mayor sensibilidad. La OMS recomienda efectuar al menos dos técnicas
seroldgicas convencionales para confirmar la infeccion (Noireau, 1999).

Es importante senalar que si bien las técnicas de serologia convencional presentan
una buena sensibilidad, no permiten determinar la etapa de la infeccién ni la evolucion
clinica, asi como tampoco permiten realizar estudios de evaluacion de la eficacia
quimioterapéutica debido a que permanecen positivas en el tiempo, atin cuando las pruebas
parasitologicas resulten negativas (Krettli y cols, 1984).

El diagnostico parasitolégico de la enfermedad de Chagas se basa en la
demostracion de la presencia de T. cruzi mediante pruebas directas, aplicadas
fundamentalmente en la fase aguda de la infeccion adquirida. Las mas utilizadas son: el
examen microscopico de sangre al fresco, micro-hematocrito, Strout, gota gruesa y el
xenodiagndstico (WHO, 1991)

En el periodo crénico de la enfermedad de Chagas la parasitemia disminuye a
niveles subpatentes, por lo que la utilidad de las pruebas directas se ve limitada, siendo en
esta etapa los métodos de eleccion aquellos que detecten anticuerpos especificos contra el
parasito.

Desde hace algunos afios, la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
ha sido introducida como método de diagnostico parasitologico en las diferentes etapas de
la enfermedad, permitiendo no solamente reconocer la presencia de T. cruzi en la sangre

sino también caracterizar las cepas circulantes (Noireau, 1999).



d.- Xenodiagnostico

El estudio parasitolégico de la infeccion chagésica en Chile, se ha efectuado
principalmente a través del XD, debido a la carencia de otros métodos efectivos disponibles
para aislar T. cruzi desde la sangre de individuos infectados (Schenone y cols, 1991b;
Schenone y cols, 1995b; Schenone y cols, 1999b).

El XD ha demostrado una positividad de 80,3% y 86,4% en la infeccion congénita y
aguda respectivamente, mientras que en el periodo crénico, el XD constituye la
herramienta de eleccion para el diagnostico parasitologico, con un rendimiento maximo de
un 70% al aplicar seis pruebas (2 diarias) con 7 ninfas de T. infestans (Schenone y cols,
1991b; Schenone, 1999a).

Por otra parte, el rendimiento aumenta significativamente a medida que aumenta el
numero de pruebas por xenodiagndsticos utilizados (Schenone y cols, 1991b), es por esto
que se aconseja el uso de XD seriado, en especial para el diagnodstico parasitoldgico de
individuos con enfermedad de Chagas cronica (Schenone, 1999b).

Por las caracteristicas mencionadas anteriormente, €l XD es considerado en Chile
una buena herramienta para detectar T. cruzi, tanto para el diagndstico etiologico de la
enfermedad de Chagas, como para la seleccion de pacientes que recibiran tratamiento
especifico y posterior evaluacion. También se ha utilizado para evaluar parasitemia y su
relacion con las condiciones clinicas de la enfermedad.

Los resultados de las investigaciones muestran que casi la mitad de las infecciones
biclonales no son detectadas después de completar el ciclo, y que existen importantes
diferencias en la deteccion de tales infecciones de acuerdo a los genotipos clonales

considerados. Més aun, la eliminacion de un genotipo clonal por otro, es frecuente, pero no



constante. El uso de PCR y sondas de kDNA hace posible evitar la fase de cultivo, lo cual
hace la deteccion de infecciones mixtas mucho mas fécil en estudios epidemiologicos. Mas
aun, el hecho de que T. infestans no transmita diferentes genotipos clonales con la misma
eficiencia, tiene fuertes implicaciones para la fiabilidad del XD (Da Silveira Pinto y cols,
2002).

Otra de las desventajas de este método, es el periodo que transcurre para obtener un

resultado, el que varia entre 30 y 120 dias (WHO, 1991; Noireau, 1999).

e.- Reaccidn de Polimerasa en Cadena (PCR)

La técnica de PCR es un método enzimatico de sintesis de multiples copias de un segmento de
DNA. Se asemeja al proceso natural de replicacion de DNA donde el nimero de moléculas se
duplica después de la repeticion de tres pasos bajo condiciones de temperaturas controladas:
desnaturalizacion de la molécula de DNA usada como molde; hibridacion de los iniciadores o
primers a sitios vecinos a la region a ser amplificada y extension o elongacion del cebador

mediante la DNA polimerasa (Oste, 1998).

El desarrollo de esta técnica, ha permitido llevar a cabo el diagnostico
parasitologico de T. cruzi amplificando DNA desde regiones altamente repetidas del
genoma de T. cruzi, constituyéndose en una herramienta para ser utilizada en el
diagnostico de la infeccion (Wirth y cols, 1989; Moser y cols, 1989; Avila y cols, 1991;
Britto y cols, 1993; Junqueira y cols, 1996). Desde hace algunos afios, la técnica de PCR ha
sido introducida como método de diagndstico parasitologico en las diferentes etapas de la
enfermedad de Chagas, permitiendo no solamente reconocer la presencia de T. cruzi en la

sangre sino también caracterizar las cepas circulantes. El uso de PCR abrié una nueva



perspectiva en el campo del diagndstico de la infeccion chagasica, demostrando ser una
herramienta sensible y especifica (Noireau, 1999).

Numerosos estudios realizados en la ultima década han evidenciado que la técnica
de PCR en muestras de sangre de individuos infectados posee mayor sensibilidad en
relacion a otras técnicas de diagndstico parasitologicas, tales como XD y hemocultivo
(Solari y cols, 2001b; Brener y cols, 2002). En Chile, en un estudio realizado en 67 nifios
menores de 10 afos con infeccion chagésica determinada por serologia convencional, el
PCR evidencié una sensibilidad del 97% (Solari y cols, 2001a), mientras que en 79
individuos donantes de sangre seroldégicamente positivos para T. cruzi procedentes de la
Region Metropolitana, la sensibilidad para PCR fue del 69,3% (Arancibia, 1998; Soto,
1998). Otros estudios realizados en pacientes cronicos en distintas areas geograficas del
Brasil y en los que se emplearon diferentes volimenes de muestra, revelaron porcentajes de
sensibilidad que oscilan entre el 59.4% y el 100% (Junqueira y cols, 1996). Es decir,
existirian variaciones de los niveles de parasitemia detectados por PCR que dependerian de
la fase de la infeccion, edad del paciente, volumenes de muestras empleados y area
geografica de los individuos analizados.

PCR ha sido ademas aplicado en la deteccion de kKDNA de T. cruzi en deyecciones
de triatominos. Bosseno y cols (1996), aplicaron PCR en deyecciones de triatominos
naturalmente infectados y en sangre de pacientes procedentes de las mismas zonas
endémicas entregando importante informacion epidemioldgica. Por otra parte Brenier y
cols (1995), mediante PCR y ensayos de hibridacion en deyecciones de diversas especies de
triatominos silvestres, determinaron la existencia de infecciones mixtas e identificaron los
principales clones circulantes. Silber y cols (1977), describen la aplicacion de PCR en las

deyecciones de triatominos alimentados con sangre de pacientes chagasicos. Se ha descrito



ademas, la aplicacion de PCR en deyecciones y hemolinfa de triatominos recogidos sobre
papel filtro, demostrandose alta sensibilidad (Machado y cols, 2000). Por otra parte, Dorn
y cols (2001), describen la aplicacion del PCR en muestras de tejido fresco de triatominos
(recto mds intestino) y en deyecciones de los mismos triatominos, obteniendo porcentajes
comparables de sensibilidad. Chiurillo y cols (2003), describen la aplicacion de PCR en
heces de vinchucas experimentalmente y naturalmente infectadas. Finalmente, la
utilizacion de insectos vectores infectados con T. cruzi ha constituido una herramienta vital
para la evaluacion de los programas de control cuyo propoésito es reducir la transmision
vectorial de T. cruzi en areas endémicas de Latinoamérica (Osherov y cols, 2003; Guevara

y cols, 2005).

f.- Tratamiento quimioterapéutico

La quimioterapia especifica para la enfermedad de Chagas es de reciente aplicacion
(1970). Al respecto, son muchas las investigaciones que se han realizado para encontrar
farmacos apropiados que muestren por una parte, alta actividad tripanocida y muy baja o
nula toxicidad para el hospedador (Apt y cols, 1999). De acuerdo a la OMS, el farmaco
ideal deberia conseguir cura parasitologica de casos agudos y cronicos, ser eficaz en una o
pocas dosis, ser accesible a los pacientes y carecer de efectos colaterales y teratogenicidad,
no requerir hospitalizacion y no causar resistencia parasitaria (Coura, 1996).

Actualmente, el tratamiento quimioterapéutico de la enfermedad de Chagas se
recomienda en individuos que cursan con fase aguda, infeccion transplacentaria, fase
cronica reciente e intermedia y fase indeterminada. Por el contrario, el tratamiento no es
recomendado en aquellos pacientes cronicos tardios con Core bovis e insuficiencia cardiaca

terminal (Apt, 1999).



Muchas son los farmacos utiles in vitro e in vivo sobre T. cruzi, pero las Gnicas que
se pueden aplicar al hombre de acuerdo a las normas éticas y clinicas internacionales son
Benznidazol y Nifurtimox (OPS, 1999; Apt, 1999). En la actualidad, ambos farmacos
existen en forma restringida (Apt y cols, 1994) y presentan alta toxicidad y serios efectos
colaterales especialmente en el adulto con infeccidn cronica.

Investigaciones realizadas por Apt y cols (1998), en un grupo de 404 pacientes con
enfermedad de Chagas cronica tratados con Itraconazol o Alopurinol, permitieron
evidenciar cura parasitologica en el 44% de los pacientes tratados con Alopurinol y 53%
de aquellos tratados con Itraconazol. De acuerdo a lo descrito en la literatura, ambas
moléculas, especialmente Itraconazol, son parcialmente eficaces para el tratamiento de la
infeccion chagasica cronica, demostrando ademas ser bien toleradas, constituyéndose en

una buena alternativa terapéutica (Aguilera y cols, 1987; Apt, 1999; Noireau, 1999).

En la fase aguda y cronica reciente, el seguimiento post-terapia se realiza a través de
evaluacion clinica, parasitologica (hemocultivo y/o XD) y seroldgica. La negativizacion
permanente de estos parametros por un periodo prolongado, permite establecer la curacion del
individuo (Apt, 1999). En la fase cronica reciente, la negativizacion de la serologia

convencional se obtiene afnos después de finalizado el tratamiento (OPS, 1999).

Por el contrario, en la fase cronica de la enfermedad de Chagas, no se cuenta hasta
hoy con un criterio fidedigno de curacién. Es asi como los anticuerpos anti- T. cruzi
detectados por serologia convencional, persisten por tiempo indefinido después de la
eliminacion del pardsito circulante (Apt y cols, 1994). Por otra parte, la utilizacion de XD
como herramienta tUnica de evaluacién parasitologica, se ve limitada por su bajo

rendimiento. Es asi que, bajo estas condiciones, un resultado negativo no se puede



interpretar como curacion parasitologica (Cerisola y cols, 1977; Schenone y cols, 1981).
Apt (1999), sugiere como criterio de curacion en la enfermedad de Chagas cronica la
negativizacion post-terapéutica de dos o mdas pardmetros tales como: XD, PCR,
hemocultivo, anticuerpos liticos, mejoria de condicion clinica y alteraciones
electrocardiograficas. Por otra parte, un grupo de expertos recomienda evaluacion anual
por serologia convencional, ain cuando la serologia puede disminuir sus titulos y aiun

tornarse negativa después de 10 o mas afos de seguimiento (OPS, 1999).

I11. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad de la Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR) en el diagndstico, la

evaluacion quimioterapéutica y epidemiologia de la enfermedad de Chagas cronica.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el rendimiento de PCR y posterior hibridacion de los productos amplificados
para detectar Trypanosoma cruzi en pacientes chagéasicos cronicos tratados con

Itraconazol o Alopurinol y evaluados parasitolégicamente en seguimiento prolongado.

2. Demostrar, retrospectivamente, si la condicion parasitoldgica de chagésicos cronicos

tratados en seguimiento prolongado, establecida mediante XD, PCR y PCR-hibridacion,



se asocia con la evolucién (regresion o prevencion) de las anormalidades

electrocardiograficas.

3. Determinar la sensibilidad y precocidad de la deteccion de kDNA de Trypanosoma cruzi
mediante PCR en deyecciones de Triatoma infestans utilizados en el XD y alimentados

sobre pacientes chagasicos cronicos.

4. Determinar, si existe asociacion entre la condicion parasitoldgica determinada mediante
PCR y XD, con antecedentes epidemioldgicos relacionados con el habitat intra-
domiciliario de Triatoma infestans en chagasicos cronicos tratados.

V. MATERIAL Y METODOS

A. Ensayo clinico

En el afio 1992, un total de 404 individuos con enfermedad de Chagas crénica
(rango de edad: 9-50 afios), procedentes de la IV Region, V Region y Region Metropolitana
de Chile, fueron agrupados al azar y asignados para ser tratados con Itraconazol (n=135),
Alopurinol (n=104) o Placebo (n=165). Antes del tratamiento, se evalu6 la condicion
clinica, parasitoldgica, seroldgica y electrocardiografica. Los esquemas de tratamiento y el
protocolo de seguimiento fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile. Los pacientes fueron informados en detalle acerca del
protocolo y bajo consentimiento informado aceptaron formar parte del estudio (Apt y
cols,1998). Anualmente, se han realizado controles clinicos, serolégicos, parasitologicos y
epidemioldgicos de los pacientes chagasicos cronicos tratados, con un periodo de

seguimiento promedio de 13 afios 4 meses.



B. Diagnostico seroldgico

La condicion de infectados por Trypanosoma cruzi fue establecida antes del
tratamiento con Itraconazol o Alopurinol mediante los tests de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFT) y ELISA IgG. IFI-IgG fue aplicada de acuerdo a la técnica descrita por
Camargo (1979), utilizando como antigeno formas epimastigotas de T.cruzi cepa Tulahuén.
Se consider6 una reaccion positiva cuando el titulo fue igual o mayor a 1/20. En cada
determinacion fueron incluidos controles positivos y negativos. La técnica
inmunoenzimatica de ELISA IgG, se aplico de acuerdo a lo descrito por Voller (1975),
utilizando como antigeno formas epimastigotes de T.cruzi, cepa Tulahuén. Se utilizaron 5
png de antigeno por pocillo. La determinacion de densidad oOptica se realizd en lector
automatico Dynatech a 490 nm. El limite discriminativo de positividad, el denominado
valor de corte, se calculd6 como el producto de la media aritmética de los controles
negativos mas tres veces el valor de la desviacion standard.

Las formas epimastigotes de T.cruzi utilizadas en ambos tests, fueron obtenidas de
cultivo axénico en medio Diamond suplementado con 5% de suero fetal bovino y
mantenidos a 28°C. Los epimastigotes fueron recolectados en la fase exponencial de
crecimiento y centrifugados a 3000 rpm por 10 min a 4°C.

Todos los controles realizados en los individuos chagésicos cronicos tratados y no
tratados evaluados en el presente estudio, incluyeron estudios inmunologicos mediante IFI-

IgG y ELISA-IgG.

C. Tratamiento antichagésico



Itraconazol (Janssen Farmacéutica Beerse, Bélgica) se administr6é por via oral en
dosis de 6 mg/Kg/peso/dia durante 120 dias en dos tomas diarias y el Alopurinol
(Laboratorio Silesia y Laboratorio Saval. Santiago, Chile), se administré por via oral en
dosis de 8,5 mg/Kg/dia/peso durante 60 dias en una toma diaria. Los fairmacos fueron
administrados por terapia directamente observada, es decir, un auxiliar de enfermeria
controlé6 que los pacientes ingirieran las tabletas. Para controlar los posibles efectos
adversos del tratamiento, se evaluo en el laboratorio antes del tratamiento, una vez al mes y
30 dias después de completar la terapia, la bilirrubinemia, colesterol total, alanina amino
transferasa, aspartato amino transferasa y fosfatasas alcalinas. La tolerancia fue considerada
buena cuando no hubieron signos o sintomas secundarios atribuibles a los farmacos y los
resultados de las pruebas de laboratorio estuvieron normales. La tolerancia fue considerada
moderada cuando existian leves signos o sintomas y/o minimas alteraciones de las pruebas
de laboratorio. La tolerancia fue considerada insatisfactoria cuando existian severos signos
y sintomas y/o importantes alteraciones de las pruebas de laboratorio, lo cual condujo a la
interrupcion de la terapia (Apt y cols, 1998). Concluida la administracion de ambos

farmacos, la tolerancia fue considerada satisfactoria (Apt y cols, 2003).

D. Xenodiagnostico

Se aplico segun técnica descrita por Schenone y cols (1974). Cada caja para el XD
contiene 7 ninfas de tercer o cuarto estadio de Triatoma infestans, provenientes de una
colonia mantenida desde el afio 1956 y cuyas condiciones de cultivo son 27°C y 85% de
humedad. Los insectos libres de infeccion utilizados en el XD, en sus diferentes estadios,
son alimentados con sangre periférica de aves. Tras su aplicacion durante 20-30 min en la

cara externa de cada brazo de los pacientes en estudio, las cajas son mantenidas a 27°C para



realizar el examen microscépico de la muestra fecal de cada insecto a los 30, 60 , 90 y 120
dias de incubacion a fin de buscar las formas tripomastigotes de T. cruzi. Se usaron 2 cajas
de XD para los enfermos en condiciones de pre-terapia y 4 en condiciones de post-terapia.
La aplicacion del XD en todos los pacientes durante el periodo de seguimiento, fue paralelo

a la toma de muestra de sangre periférica para realizar los PCR.

E. Deyecciones de triatominos

Fueron obtenidas a partir de un pool de deyecciones de triatominos alimentados con
sangre periférica de los pacientes en estudio mediante la aplicacion de XD a los 30, 60 y 90
dias de incubacion. Las muestras fueron obtenidas en tubos eppendorf que contenian Medio
Diamond, y posteriormente incubadas a 98°C por 15 min para favorecer la ruptura y
contaminacion del medio con el DNA del parasito y centrifugados a 3500 rpm durante 30
min. El sobrenadante fue purificado mediante el kit Wizard® Genomic DNA Purification

(Promega Corp. USA) y una vez eluido congelado a -20°C hasta su uso.

F. Electrocardiograma

A todos los chagésicos en estudio, se les realizd evaluacion electrocardiografica
antes del tratamiento, cada cuatro meses durante el primer afio post-terapia y un control
anual durante el periodo de seguimiento (Apt y cols, 2003). Cada electrocardiograma
(ECG) fue codificado (segin plantilla AP-P-PR-RR-RS-QT-QTC-AQRS-AT-ATH-rV1-SV1-9RVS5-
Sokolow) e interpretado a doble ciego por cardidlogos especialistas, segin los criterios

establecidos para la cardiopatia chagasica cronica (Arribada y cols, 1986). Previamente se



ha descrito la evolucion natural de la cardiopatia chagésica cronica (control historico) en 67
individuos no tratados, cuya procedencia y edad es semejante a los individuos de este
estudio. En el ensayo clinico con Itraconazol o Alopurinol, se excluyeron las cardiopatias
no atribuibles a enfermedad de Chagas como cardiopatia hipertensiva, ateroesclerotica,
valvulopatias, cardiopatias congénitas y miocardiopatias observadas mediante echo-doppler

(Apty cols, 1998: Apty cols, 2003).

G. Poblacion en Estudio

A partir de la poblaciéon de pacientes participantes en el ensayo clinico y
controlados en seguimiento prolongado (Apt y cols, 1998), se agruparon en diferentes
periodos post-terapia pacientes tratados y no tratados de acuerdo al objetivo general y
objetivos especificos planteados en la presente investigacion. Los chagésicos cronicos no
tratados incluidos en el presente estudio, proceden de las mismas zonas geograficas de los
pacientes tratados y recibieron posteriormente, Itraconazol de acuerdo al protocolo descrito

(Apt y cols, 2003).

a. Objetivo Especifico 1: Para determinar la utilidad de PCR y posterior hibridacion de
los productos amplificados para detectar T. cruzi en los chagasicos cronicos tratados
con Itraconazol o Alopurinol y evaluados parasitolégicamente en seguimiento
prolongado, 52 chagésicos cronicos, 24 hombres y 28 mujeres (promedio de edad 41
afos), fueron clasificados de acuerdo al farmaco recibido y a los resultados de XD

aplicado después de seis afnos post-terapia, en los siguientes grupos:

Grupo I 15 chagésicos cronicos tratados con Itraconazol XD negativo



Grupo IT 11 chagasicos cronicos tratados con Itraconazol XD positivo
Grupo III 15 chagasicos cronicos tratados con Alopurinol XD negativo

Grupo IV 11 chagasicos cronicos tratados con Alopurinol XD positivo

Objetivo Especifico 2: Para demostrar, retrospectivamente, si la condicion
parasitoldgica de chagasicos cronicos tratados en seguimiento prolongado, establecida
mediante XD, PCR e hibridacion, se asocia con la evolucion (regresion o prevencion)
de las anormalidades electrocardiograficas se evalué a 30 chagésicos cronicos, con
reacciones de ELISA IgG e IFI IgG positivas para enfermedad de Chagas, 16 hombres
y 14 mujeres, con edad promedio 33,2 afios (rango 10 a 50), procedentes de areas de la
IV Region bajo control anti-Triatoma infestans. Se agruparon de acuerdo a la
positividad (Grupo I) o negatividad (Grupo II) de tres pruebas parasitologicas (XD,

PCR e hibridacion), aplicadas en un periodo promedio de 84.1 meses post-terapia.

Grupo I 17 chagésicos tratados con Alopurinol o Itraconazol XD, PCR e hibridacion
positiva
Grupo I 13 chagésicos tratados con Alopurinol o Itraconazol XD, PCR e hibridacion

positiva

Objetivo Especifico 3. Para determinar la sensibilidad y precocidad de la deteccion de
kDNA de T. cruzi mediante PCR en deyecciones de T. infestans utilizados en el XD y
alimentados sobre pacientes chagasicos cronicos se constituyeron dos grupos de estudio
(22 hombres y 28 mujeres, promedio de edad 47,7 afios). Los 50 individuos se

clasificaron segun su resultado de XD en:



Grupo I 25 chagasicos cronicos no tratados o tratados con Itraconazol o Alopurinol
XD positivo
Grupo II 25 chagasicos cronicos no tratados o tratados con Itraconazol o Alopurinol

XD negativo

d. Objetivo Especifico 4: Para determinar, si existe una asociacion entre la condicion
parasitolégica determinada mediante PCR y XD, con antecedentes epidemiologicos
relacionados con el habitat intradomiciliario de T. infestans en chagasicos cronicos
tratados, se estudiaron 37 pacientes chagasicos cronicos, 17 hombres y 22 mujeres
(promedio de edad 43 afios). Los casos se seleccionaron de acuerdo a los siguientes
criterios: haber sido encuestados antes y diez afios después de concluida la terapia con
Itraconazol o Alopurinol, que contaran con muestras de sangre periférica para PCR y se
les hubiera aplicado XD en condiciones de post-terapia. Finalmente, que su procedencia

correspondiera a localidades rurales incorporadas a Programas del Control del Vector.

Grupol 11 chagéasicos tratados con Alopurinol XD positivo

Grupo II 26 chagésicos tratados con Itraconazol XD positivo

H. Muestra de sangre periférica para PCR

Se tomaron 10 ml de sangre venosa de todos los pacientes en estudio que fue
mezclada con igual volumen de una solucién de Guanidina-HCl 6M y EDTA 0.2M, como
preservante y desnaturalizante de enzimas y anticoagulante, respectivamente. La muestra

obtenida fue incubada a 98°C por 15 min en Bafio Maria para favorecer el



desencadenamiento de la red de minicirculos y la contaminacioén de toda la muestra (Britto
y cols,1993), tras lo cual fue mantenida a 4°C durante tres dias previo a la extraccion del
kDNA de T.cruzi. Se procesaron muestras de sangre bajo las mismas condiciones de
individuos serologicamente negativos para enfermedad de Chagas con el fin de ser

utilizadas en la reaccion como controles negativos.

I. Extraccion de DNA Kinetoplastidico

a. Protocolo 1. Se alicuoté 500 pl de sangre previamente tratada en tubos eppendorf
agregandoseles 1 ml de etanol absoluto para producir una precipitacion grosera de las
proteinas. Se mezcl6 en vortex y mantuvieron a —20°C durante 20 min, centrifugandose
a 4°C por 15 min a 12.000 rpm y eliminando el sobrenadante obtenido. El proceso se
repitié 3 veces. Al boton obtenido se agregd 1 ml de etanol al 70% y se mezcld en
vortex para centrifugar a 4°C por 5 min a 12.000 rpm. Se agregd al boton 500 pl de
buffer de digestion y 5-7 ul de Proteinasa K (20mg/ml) incubandose toda la noche a 4*C
hasta su digestion total. Al resultado de la digestion se agregd 250 ul de fenol y 250 pl
de cloroformo-alcohol isoamilico para posteriormente mezclarlos en el vortex y
centrifugar a 4°C por 5 min a 12.000 rpm. Este proceso se repitio 2 veces. El
sobrenadante obtenido se mezcld con 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico y se
centrifugd a 4°C por 5 min. Se midi6 el sobrenadante obtenido y se agregd acetato de
amonio 0.3 M y 2 volumenes de etanol absoluto. Se mezcl6 e incubd a —20°C durante
toda la noche. Centrifugandose a 4°C por 15 min a 12.000 rpm eliminando el
sobrenadante. Al boton obtenido se agregd 500 ul de etanol al 70% centrifugando

nuevamente a 4°C por 10 min. El etanol se elimind repitiendo el proceso 2 veces.



Finalmente, se evapor6 el etanol manteniendo el tubo eppendorf al menos dos dias a
4°C reconstituyendo finalmente el DNA extraido en 50 pul de buffer SSC estéril.

b. Protocolo 2. Se lisaron por incubacion de 2 hrs a 37°C o durante toda la noche a
temperatura ambiente 250 ul de sangre del paciente previamente incubada a 100°C por
5 min con 250 ul de buffer de lisis (1% SDS, 8mM NacCl, 45 mM EDTA y 75 pg/ml
Proteinasa K). Luego de la incubacidon, se agregd 500 ul de solucion fenol y
cloroformo-alcohol isoamilico, mezclando en vortex y centrifugando por 10 min a
13.500 rpm. Se recuperd el sobrenadante y el proceso se repitid por 2 veces. Al
sobrenadante obtenido se agregd 1000 ul de etanol frio, 50 pl de acetato de amonio
0.25 M y 50 pl de glicogeno (175 ug/ml) para favorecer la precipitacion de los acidos
nucleicos. Luego de la incubacion a —20°C durante toda la noche, se centrifugé por 10
min a 13.500 rpm eliminando el sobrenadante y agregando 1000 pl de etanol al 70%
para mezclar en vortex y posteriormente centrifugar por 10 min a 13.500 rpm. El botoén
obtenido se secO a temperatura ambiente y posteriormente fue disuelto en 20 ul de

buffer SSC estéril para proceder a la amplificacion (Protocolo aplicado en Espafia).

J. Purificacion del DNA kinetoplastidico

a. Protocolo 1. Con el fin de purificar el DNA y eliminar posibles inhibidores de la
reaccion, se prepard una solucion de Sephadex G-25 de una consistencia semi-liquida e
irradiada bajo luz ultravioleta. Con esta solucion se prepard columnas Bio-Rad y se
centrifugd 2 min a 3000 rpm. Posteriormente, se hizo pasar el DNA reconstituido a
través de la columna centrifugando durante 2 min a 3000 rpm. EI DNA obtenido fue

conservado a 4°C hasta su uso.



b. Protocolo 2. Algunas muestras de DNA fueron purificadas mediante el kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega Corp. USA), que consiste fundamentalmente en
un proceso cromatografico al que se somete el DNA extraido a través de silica gel y

posterior elucion con buffer Tris-HCI pH 8.5.

K. Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR)

Los ensayos, fueron realizados segun protocolo descrito por Solari y cols (2001).
Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta. La reaccion se considera
positiva cuando aparece un producto amplificado de 330 pb. Todas las reacciones fueron
realizadas en triplicado y en cada una de ellas se incluyé un control negativo (DNA de
individuos no chagasicos) y un control positivo de kDNA de T. cruzi, asi como un tubo
sin DNA. Los ensayos se realizaron en duplicado o triplicado y en 40 casos (72%) del
grupo de pacientes seleccionados en el Objetivo 1, se realiz6é un control externo de PCR en
el Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de Granada, con similitudes y semejanzas en el protocolo que se describen a

continuacion:

a. Primers
Tanto en Chile (GIBCO, BRL Coustom Primers), como en Espaiia se utilizaron los

partidores 121 y 122 (Britto et al, 1995), sintetizados en el pais en que fueron utilizados.



b. Solucion de reaccion para PCR

La solucion de reaccion para PCR realizado en Chile estaba constituida por 3 pl de
partidores 121 y 122 a una concentracion 25 pM; 5 ul de Buffer Tag-polimerasa (67mM de
Tris-HCI pH 8.8; 16.6 mM de (NHy), SO4; 6.7 mM de MgCl,; 0.5 ul de BSA; 0.4 mM de
los cuatro dNTP); 4 U de Taq Polimerasa (GIBCO BRL) y agua destilada estéril en csp. 50
ul. Luego de incorporar a esta solucion 5 pl del DNA extraido y pasado por columna, se
agregan 80 pl de aceite mineral, con el fin de evitar evaporacion de la mezcla de reaccion
al ser sometida a las temperaturas de amplificacion. En tanto, en el laboratorio de Espafia ,
la solucion de reaccidon estuvo constituida por 3 pl de partidores 121 y 122 a una
concentracion 25 pM; 5 ul de Buffer Tag-polimerasa (67mM de Tris-HCI pH 8.8; 16.6 mM
de (NH4)> SO4; 6.7 mM de MgCl,; 0.5 ul de BSA; 0.4 mM de los cuatro dNTP); 4 U de
Taq Polimerasa y agua destilada estéril en csp. 50 pl. Luego de incorporar a esta solucion 5
ul del DNA extraido, se agregaron 80 pl de aceite mineral antes de proceder a la

amplificacion. En ambos laboratorios se incluyeron los controles respectivos.

c. Programas de amplificacion

En Chile se utilizd segin experiencia previa, el Programa denominado como
Brazil 1, que consiste en 2 ciclos iniciales (98°C por 1 min y 64°C por 2 min), 33 ciclos
intermedios (94°C por 1 min y 64°C por 1 min) y un 1 ciclo final de 72°C por 10 min.
(Winker y cols,1994). Se utilizé un termociclador PTC-100 de MJ Research, Inc. en un
tiempo aproximado de 2 hrs 10 min, mientras que en Espafa se utiliz6 un programa de

amplificacion que consistio en 3 ciclos iniciales (94°C por 1 min), 35 ciclos intermedios



(94°C por 1 min, 63°C por 1 min y 72°C por 1 min) y 1 ciclo final a 72°C por 10 min. Se

utilizé un termociclador BIOMETRA (Goettingen, Germany).

d. Electroforesis

Para visualizar los fragmentos de DNA resultantes de la amplificacion, el
protocolo desarrollado en Chile consistio en tomar 10 pl de amplificado y mezclar con 4 pl
de buffer de carga compuesto de 30% glicerol, 0.25% de azul de bromofenol y 0.25% de
xileno-cianol. La electroforesis se realizo en geles de agarosa al 2% en buffer TBE 1x, por
2 hrs a 100 v. El gel se tiid con bromuro de etidio al 1% en buffer TBE 1x y se lavo
posteriormente en bafio de agitacion suave por 10 min. Posteriormente, se tomaron las
fotografias de registro con camara Polaroid. La visualizacion de una unica banda de peso
molecular de 330 pb indica la presencia de kDNA de T. cruzi, y consecuentemente,
resultado positivo de PCR. En cada corrida se incluyd un marcador de peso molecular
correspondiente a DNA fago lamda digerido con Hind III o DNA en escalera de 100 pb
(0.5 pg/carril).

En Espana, se prepar6 geles de agarosa al 2% con el bromuro de etidio
incorporado (4.0 pl por gel). Se tomo6 4.4 ul de DNA amplificado y 1.5 pl de buffer de
carga (SIGMA G 2526) que contenia 0.05% azul de bromofenol, 40% sucrosa, 0.1M de
EDTA pH 8.0 y 0.5% SDS). Esta solucion de DNA amplificado y buffer de carga, se
incubd por 5 min a 100°C antes de cargar los pocillos para la electroforesis, cuya corrida se
realizd a 150 v por 1 hora. Se tomaron las fotografias de registro en camara Polaroid 665

con filtro amarillo o naranja y pelicula 15 Deep Yelow Tiffen.

L. Southern blot



Se llevd a cabo segiin protocolo descrito por Solari y cols. (2001a). Previo a la
transferencia y con el fin de desnaturalizar el DNA, se realizaron tres lavados del gel, de
30 min cada uno, en una soluciéon denaturante de NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M, en bafio de
agitacion. Luego de tres lavados de 5 min con agua destilada, el gel fue neutralizado
mediante dos lavados de 30 min cada uno, con buffer de neutralizacion (Tris-HCI1 1 M pH
8.0 y Na Cl 1.5 M). De esta manera, el gel estuvo en condiciones de ser transferido. La
transferencia del DNA se realiz6 mediante capilaridad, la que consistié6 basicamente en
preparar una bandeja de vidrio, sobre la cual se colocé una superficie de vidrio y sobre ella
un papel filtro Wahtman de 3 mm saturado previamente con una solucion de buffer SSC 2x
(Maniatis, 1982) que cumplia las funciones de puente. Sobre este papel filtro se coloco el
gel con los pocillos hacia abajo. Luego, sobre el gel se coloc6 la membrana de nylon
Hybond-N+ Armenshaim de 8 x 20 cm y sobre ésta, un papel filtro de las mismas
dimensiones y seguido de papel absorvente (3 paquetes de servilletas desplegadas) para
colocar finalmente una superficie de vidrio. Sobre ¢él, se coloco un peso aproximado de 1 a
1.5 Kg., depositando finalmente dentro de la bandeja una soluciéon de 500 ml de buffer
SSC 2x transfiriendo toda la noche a temperatura ambiente. La membrana se irradié bajo

luz ultravioleta UVC 500, con el objeto de fijar el DNA transferido.

M. Marcacion radioactiva de la sonda

Este procedimiento fue llevado a cabo gentilmente por el Dr. Aldo Solari
(Laboratorio de Biologia Molecular de Parésitos, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile). La sonda de DNA kinetoplastidico de T.
cruzi fue marcada utilizando el kit de marcacion Rediprime de Amersham. Inicialmente el

DNA fue denaturalizado por calentamiento y enfriado rapidamente en hielo. Se agrego6 45



ul de una solucion que contenia 1 pl del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, 10 pl

de dCTP marcado con P*%, oligonucleétidos al azar y buffer de reaccion incorporado al kit.

N. Hibridacién con la sonda radioactiva

Anterior a la hibridacion misma, las membranas fueron pre-
hibridadas por 2 horas a 68°C con una solucion de hibridacion (buffer SSC
5x, reactivo blogueador 0.5% p/v, lauril sarcosinato de sodio 0.1% y SDS
0.02% p/v), la que fue introducida en botella de hibridacion. Luego de esta
incubacidn, se elimind gran parte de la solucién de hibridacién y se agregé a
las botellas, 2.5 ml de solucion fresca de hibridacion que contenia la sonda de
DNA marcada con dCTP-P*, previamente desnaturalizada. Las membranas
se incubaron toda la noche a 68°C en horno de hibridacion. Posteriormente,
las membranas fueron lavadas dos veces por 5 min a temperatura ambiente
con 50 ml de solucion SSC 2x y SDS 0.1% y dos veces por 15 min a 68°C, en
una solucién de SSC 0.1x y SDS 0.1% . Finalmente, las membranas fueron
expuestas a autoradiografia entre 2 a 48 hrs a —-80°C y revelada para su
analisis (solucion de revelado por 5 min hasta aparicion de bandas, solucion
fijadora por 5 minutos, lavado final con agua destilada y secado a

temperatura ambiente). La banda amplificada de 330 pb, que representa la



region hipervariable de los minicirculos amplificados, fue asi detectada con

la sonda de DNA kinetoplastidico.

O. Anélisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante tests de Chi-cuadrado, Fisher, Diferencias
de Porcentajes (prueba Z), Prueba de Proporciones y Prueba de Diferencia de Promedios
(Test de Wicolxon para pruebas dependientes). Se establecié como aceptable, un nivel de
significacion maximo de 0,05. Para el analisis de datos se utilizo6 el paquete estadistico

SPSS (System Package Statistical Science) (Pagano y Gauveard, 2001).



VI. RESULTADOS

1. Ensayos de PCR e hibridacion de los productos amplificados

La deteccion de kDNA de T. cruzi se consider6 positiva cuando la banda de 330
pb fue evidente mediante PCR e hibridacion (Figura 3) o en pocos casos, cuando PCR fue
negativo y la hibridaciéon fue positiva. Esos criterios fueron aplicados sobre la base de la
descripcion de la mayor sensibilidad y especificidad de los ensayos de hibridacion que
utiliza sondas radioactivas en lugar de la tincién con bromuro de etidio (Breniere y cols,
1998).

En 6 de los 15 casos con XD negativo después del tratamiento con Itraconazol, el
PCR fué positivo, en los 9 casos restantes que fueron negativos por PCR, T. cruzi fue
detectado por ensayos de hibridacion. Los promedios muestran que el 40% de las muestras
con XD negativo tuvieron PCR positivo, porcentaje que se increment6 hasta el 60% cuando
se aplicaron ensayos de hibridacion. Estos resultados fueron estadisticamente significativos,
comparados con aquellos obtenidos por XD (p<0.0001).

En el Grupo II, compuesto por individuos con XD positivo después del tratamiento
con Itraconazol, PCR fue positivo en 9 de 11 casos y todos fueron confirmados por
hibridaciéon. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se

compararon estos resultados con los obtenidos mediante XD.



En el Grupo III (XD negativo después del tratamiento con Alopurinol), 9 de 15
casos fueron positivos por PCR, 8 de los cuales también fueron positivos en los ensayos de
hibridacién. Cuando se compararon los resultados de PCR ¢ hibridacion con los obtenidos
por XD, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001).

En el Grupo IV, de 11 pacientes con XD positivo después del tratamiento con
Alopurinol, 9 de ellos fueron positivos por PCR y ensayos de hibridacion, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas con respecto a los resultados de
XD (Tabla 1).

En los 4 casos pertenecientes a los grupos controles III y IV, en que no se detectod
kDNA de T. cruzi por PCR o hibridacion, se utilizo PCR con los primers del gen de -
globina humana (Britto et al, 1995 a), con resultados positivos en todos los casos. Lo que
demuestra que tanto el PCR como el contenido de DNA de la muestra manera eran
correctos.

En 40 de las 52 muestras evaluadas (70%) fue realizado un PCR a ciegas, sin
conocimiento de los resultados previos en el Instituto de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Granada, con un 90% de concordancia. Los cuatro casos
discordantes pertenecian al Grupo I (3 casos) y al Grupo III (1 caso).

Tabla 1
Deteccion de la banda de 330 pb de kDNA de Trypanosoma cruzi mediante PCR e

hibridacién con sondas de kDNA total del parasito marcadas con P*% en sangre periférica
de 52 chagasicos cronicos tratados y clasificados de acuerdo a XD y farmaco recibido

Grupo | N Farmaco XD PCR + Hibridacion +
Post-terapia n (%) n (%)
I 15 |Itraconazol Negativo 6 (40) 9 (60)
II 11 |Itraconazol Positivo 9 (81.8) 9 (81.8)



11 15 | Alopurinol Negativo 9 (60) 8 (53)

v 11 | Alopurinol Positivo 9 (81.8) 9 (81.8)

Figure 3
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A. Gel de agarosa tenido con bromuro de etidio en el que se observa la banda de 330 pb de
kDNA de Trypanosoma cruzi detectada con los primers 121 y 122 en la sangre periférica
de pacientes chagasicos cronicos. B. Membrana de nylon con el DNA transferido mediante
Southern blot de los mismos pacientes chagasicos crénicos. Se observa la banda de 330 pb
detectada mediante sonda de kDNA total del parasito marcada con P*. Los carriles 2 al 18
corresponden a 17 pacientes con resultados de PCR positivo o negativo. El carril 19
corresponde al control positivo y M corresponde al marcador de peso molecular (100 pb).

2. Correlacion entre la condicion parasitoldgica de chagésicos crénicos tratados en
seguimiento prolongado, establecida mediante XD, PCR e hibridacion y la evolucion

(regresion o prevencidn) de las alteraciones electrocardiograficas



Como se ha descrito previamente en Material y Métodos, para cumplir este
objetivo, el criterio de inclusion de pacientes fue la positividad (Grupo I) o negatividad
(Grupo IT) de XD, PCR e hibridacion.

En la Tabla 2 se observa, que al inicio del tratamiento, el 59% de los pacientes del
Grupo I tenia un ECG normal (10 de 17), en comparacion con el 62% del Grupo 11 (8 de
13) (p>0.05).

Seis afios después del tratamiento, el porcentaje de pacientes con ECG normal fue
del 76% (13 de 17) en el Grupo Iy del 77% (10 de 13) en el Grupo II (p>0.05). De los
chagasicos con ECG normal antes del tratamiento, s6lo uno del Grupo I (10%) y uno del

Grupo II (13%) alteraron su ECG.



Por otra parte, el 58% (4 de 7) de los chagéasicos del Grupo I que tenian ECG
alterado antes del tratamiento, evidenciaron regresion de las alteraciones
electrocardiograficas en comparacion con el 60% (3 de 5) del Grupo I1.

En relaciéon a los cambios favorables globales, como se observa en la Tabla 3, el
58% (7 de 12 casos) de los chagésicos con ECG alterado antes del tratamiento, revirtieron
su ECG a un perfil normal, en comparacion con el 11% (2 de 18 casos) que progresé a un
ECG alterado (p<0.05).

En la Tabla 4 se detallan las alteraciones especificas del trazado
electrocardiografico observadas en 14 chagésicos cronicos antes y/o 7 afos después de
concluida la quimioterapia con Itraconazol o Alopurinol.

Las reversiones del ECG alterado a normal, se produjeron en todos los casos antes
del ano de concluida la terapia. Por el contrario, la aparicion de las alteraciones
electrocardiograficas descritas en los 14 casos, se registraron dentro de los tres primeros
afios post-tratamiento y se han mantenido en el periodo de seguimiento.

No se registr6 mortalidad por enfermedad de Chagas en el grupo de pacientes

evaluados.

Tabla 2

Evolucion del trazado electrocardiografico en chagasicos cronicos
con XD, PCR e hibridacion positiva (Grupo I) o negativa (Grupo II).
Siete afios post-terapia.



Pre-Terapia

Pre-Post-Terapia

Post-Terapia

N* A** N-N A-A N-A A-N N A

N n % n % n % N % N % n % n % n %
Grupol 17 10 59*** 7 4] 9 90 3 43 1 10 4 58 13 76*** 4 24
Grupo II 13 8 62¥¥kx 5 38 7 88 2 40 1 13 3 60 10 77**** 3 23
Total 30 18 60 12 40 16 89 5 42 2 12 7 59 23 77 7 23
* N: ECG normal
** A: ECG alterado
*k p>0.05
ek p>0.05

Tabla 3

Comparacién de la mejoria del ECG inicial con la alteracion del ECG
al finalizar el estudio en 30 chagasicos cronicos. Siete afios post-terapia

ECG final (Post-Terapia)
ECG inicial (Pre-Terapia) | Alterado Normal Total
N° % N° % N
Alterado 5 42 7 58%* 12
Normal 2 11* 16 89 18
*p<0.05
Tabla 4

Sexo, edad y alteraciones electrocardiograficas especificas pre y post-terapia.
Observadas en 14 chagasicos cronicos tratados con Itraconazol o Alopurinol.
Evaluados 7 afios post terapia




ECG ** ECG **

Sexo  Edad* Pre-Terapia Post-Terapia Grupo N
M 50 N* Itra 1SQ° I 1
M 32 N Alo EXT VENT® 11 1
F 10,24,20 | QTP Alo(3) | N LIII 3
M 47 BIRD® Alo N 11 1
M 13 HBAI' Itra N 11 1
F 23 RIT NOD# Alo N I 1
M 31 HBAI+BIRD"  |Itra N I 1
F 44 HBAI Itra HBAI I 1
M 31 HBAI+BCRD' |Itra HBAI I 1
F 44 HBAI+BAV Alo HBAI 11 1
F 49 HBAI+ISQ* Itra HBAI+ISQ 11 1
F 47 HBAI+ISQ Itra HBAI+ISQ+QT' |1 1
*ECG normal
*Isquemia
“Extrasistole ventricular
QT prolongado

‘Bloqueo incompleto de rama derecha

"Hemibloqueo anterior izquierdo

#Ritmo nodal

f‘Hemibloqueo anterior izquierdo + Bloqueo incompleto rama derecha
'Hemibloqueo anterior izquierdo + Bloqueo completo rama derecha
'Hemibloqueo anterior izquierdo + Bloqueo auriculo ventricular
“Hemibloqueo anterior izquierdo + Isquemia

'Hemibloqueo anterior izquierdo + Isquemia + QT prolongado

* Al inicio de la terapia
*x p>0.05

3. Sensibilidad y precocidad de la deteccién de la banda de 330 pb de kDNA de
Trypanosoma cruzi mediante PCR en deyecciones de Triatoma infestans utilizados en
el XD y alimentados sobre pacientes chagasicos crénicos

La muestra en estudio estuvo conformada por 50 individuos chagésicos cronicos,

25 XD positivo (Grupo I) y 25 XD negativo (Grupo II). Segun se describid previamente, a



las deyecciones de triatominos incubadas durante 30, 60 y/o 90 dias, se les realizd
observacion microscopica en busqueda de las formas tripomastigotas moéviles de T. cruzi
(XD) y se les aplico posteriormente PCR para detectar KDNA del parasito. En el Grupo 1, el
XD fue positivo a los 30 dias en 11 casos (44%), en 21 casos (84%) a los 60 dias y en 19
casos (76%) a los 90 dias de incubacién de los triatominos, mientras que PCR fue positivo
en todos los casos a los 60 dias. El analisis estadistico revela que PCR detecta al parasito en
forma significativamente mas precoz que el XD (p=0,0001).

En el Grupo II, se detecto la banda de 330 pb de T. cruzi mediante PCR en el 36%
de los casos (Tabla 5). Al evaluar la concordancia entre PCR y XD, los mayores
porcentajes se obtienen a los 60 dias (84%) en el Grupo Iy a los 30 dias (80%) en el Grupo
IL

La mayor complementariedad entre ambas técnicas se obtiene a los 30 dias en el
Grupo I, en que el 48% de los casos tiene PCR positivo y XD negativo.

En cuanto a la precocidad de PCR, en 16 casos (64%) del Grupo I se detecta T. cruzi
antes que el XD de 90 dias. En 12 de ellos, el PCR fue positivo a los 30 dias y el XD fue
positivo a los 60 y/o 90 dias y en los otros 4 casos, el PCR fue positivo a los 60 dias,
mientras que el XD solo se hizo positivo a los 90 dias (Tabla 6).

Al analizar la secuencia de resultados del Grupo I, segun periodo de incubacion, se
observé que el 92% de los casos tuvo PCR positivo a los 30, 60 y 90 dias, en comparacion
con 6 casos (24%) que tuvieron resultados positivos a la observacion microscopica en los
tres periodos (Tabla 7).

En la Figura 3, se observa la banda de 330 pb de kDNA de T. cruzi detectada en
algunos de los casos analizados mediante PCR en los diferentes periodos de incubacion.

También se observan ensayos de hibridacion que fueron realizados en algunos casos para



confirmar la presencia de T. cruzi (Figura 5). La concordancia para los casos analizados

mediante las dos técnicas fue del 100%.

Tablas

Positividad de PCR segtn periodos de incubacidn, en muestras de deyecciones
de triatominos alimentados sobre 25 chagasicos cronicos con XD positivo (Grupo 1)
y 25 chagésicos crénicos con XD negativo (Grupo II)

Grupo | Grupo Il
XD (+) PCR (+) XD (-) PCR (+)
n N N
30 dias* 11 (44%) 23 (92%) 5(20%)
60 dias** 21 (84%) 25(100%) 6 (24%)
90 dias** 19 (76%) 24 (96%) 9 (36%)
* p=0,001
ok p>0,01
Tabla 6

Concordancia, complementariedad y precocidad de resultados de PCR.
En muestras de deyecciones de triatominos alimentados sobre 25 chagasicos cronicos
con XD positivo (Grupo I) y 25 chagésicos cronicos con XD negativo (Grupo II)

Periodos Concordancia Complementariedad Precocidad
incubacion Grupo | Grupo Il Grupo | Grupo Il Grupo |
triatominos | XP(H) PCR XD (-) PCR (-) XD(-) *PCR (+) XD(-) PCR (+) XD(-) *PCR (+)

)
n n N N n
30 dias 11 (44%) 20 (80%) 12 (48%) 5(20%) 12 (48%)*




60 dias 21 (84%) 19 (76%) 4 (16%) 6 (24%) 4 (16%)**
90 dias 19 (76%) 16 (64%) 5(25%) 9 (36%)
* XD positivo a los 60 y/o 90 dias

** XD positivo a los 90 dias

Tabla7

Secuencia de resultados de XD y PCR en deyecciones de triatominos
aplicados en 25 individuos chagasicos cronicos con XD positivo (Grupo I)

segun periodo de incubacion

Periodos de incubacion XD PCR p
(dias)

30 60 90 N % n %

) (+) (+) 9 36 1 4 0,0120*
() () () 6 24 23 92 0,0004*
() (+) ) 5 20 0 0 0,3320
) ) () 4 16 0 0 0,5000
) (+) ) 1 4 1 4 0,5000

* significativo
Figura 4
M N 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 P

.o g

M N 30 60 90 30 60 90 30 60 90

30 60 90
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Amplificacion de la banda de 330 pb de kDNA de Trypanosoma cruzi mediante PCR en
deyecciones de triatominos utilizados en el XD y aplicados a pacientes chagasicos
cronicos. Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio con banda de 330 pb
correspondiente al amplificado de kDNA del T. cruzi. Muestras de 8 pacientes (Gel A: 1-4
y Gel B: 5-8) en los diferentes periodos de incubacion de los triatominos utilizados en el
XD (30, 60 y 90 dias) M: marcador 100 pb N : control negativo PCR P : control positivo
kDNA T. cruzi.

Figura 5

M N 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 P

Am

9 10 11

Amplificacion de la banda de 330 pb de kDNA de Trypanosoma cruzi en deyecciones de
triatominos utilizados en el XD aplicado a pacientes chagasicos cronicos por PCR. A: Gel
de agarosa tefildo con bromuro de etidio con banda de 330 pb correspondiente al
amplificado de kKDNA del T. cruzi. B: Hibridacion de los productos de amplificacion de
PCR con sonda de kDNA de T. cruzi. Muestras de 4 pacientes (9-12) en los diferentes
periodos de incubaciéon de los triatominos utilizados en el XD (30, 60 y 90 dias) M:
marcador 100 pb N : control negativo PCR P : control positivo kDNA T. cruzi.



4. Asociacién entre la condicién parasitoldgica determinada mediante PCR y XD y
algunos antecedentes epidemioldgicos relacionados con el habitat intradomiciliario de

Triatoma infestans en chagasicos cronicos tratados.

En al afio 1992, como se observa en la Tabla 8, el 89,2% de los encuestados
manifestd conocer a los triatominos, el 18.9% refiri6 presencia de T. infestans en el
domicilio actual y el 83.3% tenia la seguridad de haber sido picado por ellos. En relacion a
la vivienda, el 48.6% de los muros de las habitaciones de los pacientes chagasicos eran de
adobe, el 13.5% de cemento o adobe estucado y el 29.7% de madera. En relacion al
material del techo de la vivienda, el 59.5% era de zinc, el 27% de pizarrenio y el 10.8% de
quincha (paja y barro). En la encuesta aplicada a los mismos pacientes en el afio 2002, se
mantuvo el porcentaje en relacion al conocimiento del vector (89,2%), ninguno de los casos
reportd presencia de T. infestans domiciliario o peri-domicliario (p=0,0086) y el 81,8%
manifestd haber sido picado por las vinchucas. Con respecto al material de los muros de las
habitaciones en el afio 2002, solo el 8.1% era de adobe (p=0,00001), el 48.6% de madera
(p=0,0086) y el 32,4% de concreto o adobe estucado (p=0,0086). Para el mismo periodo, no
se reportaron techos de quincha (p>0,05).

En la Tabla 9, se observan los resultados de la evaluacion parasitoldgica realizada
en los mismos pacientes encuestados, diez afios después de concluida la terapia con
Alopurinol o Itraconazol. Se detect6 la presencia de T. cruzi en 33 de los 37 casos
encuestados (89.2%) al utilizar XD, PCR o ambas técnicas en forma simultanea. Las
sensibilidades obtenidas para los dos métodos fueron de 37.8% (14/37) y 88.2% (19/34)
para XD y PCR, respectivamente.

Tabla 8



Antecedentes epidemiologicos de 37 chagésicos cronicos procedentes de zonas rurales
de la IV Region, Chile, tratados con Alopurinol o Itraconazol en condiciones de pre-terapia
(afio 1992) y diez afios después de concluida la terapia (afio 2002)

1992 2002
N % N | % Valor P
Conoce las vinchucas
Si 3 89,2 33 89,2 p>0,05
No 4 10,8 4 10,8
Existen en el domicilio actual
Si 7 18,9 0 0,0 P=0,0086
No 3 81,1 37 100,0
Ha sido picado por vinchucas
Si 3 83,8 30 81,8 p>0,05
No 6 16,2 7 18,2
Paredes de la vivienda
Adobe 1 48,6 3 8,1 P=0,00001
Cemento o adobe estucado en cemento 5 13,5 12 32,4 P=0,0086
Ladrillo 1 2,7 1 2,7 p>0,05
Madera 1 29,7 18 48,6 P=0,0086
Volcanita 2 5,4 3 8,1 p>0,05
Techo de la vivienda
Zinc 2 59,5 25 67,6 p>0,05
Pizarrefio 1 27,0 12 32,4 p>0.05
Quincha 4 10,8 0 0,0 p>0,05
Madera 1 2,7 0 0,0 p>0.05
Tabla 9

Resultados de XD y PCR obtenidos en 37 chagasicos cronicos procedentes
de zonas rurales de la IV Region, Chile, tratados con Itraconazol o Alopurinol
en seguimiento prolongado (diez afios post-terapia)*

N XD PCR %
11 + + 29,7
- + 51,4
4 - - 10,8
3 + ND 8,1
* P>0,05

VII. DISCUSION



La enfermedad de Chagas cronica se caracteriza por parasitemia subpatente y
escaso parasitismo celular (Gomes y cols, 1999). En esta fase, la utilidad de técnicas
parasitoldgicas tales como el XD aplicado como herramienta de evaluacion de eficacia
quimioterapéutica es limitada, ya que la sensibilidad de la técnica depende de la densidad
de parasitos en la sangre, que es variable (Britto y cols, 1995b; Junqueira y cols, 1996). Por
esta razon, resultados negativos del XD no necesariamente indican ausencia de parasitemia
0 cura parasitologica posterior al tratamiento. El reciente uso de PCR para detectar T. cruzi
en muestras de sangre periférica de pacientes chagasicos crénicos ha abierto nuevas
posibilidades en el diagnostico y evaluacion del tratamiento anti-chagésico. El presente
estudio desarrollado seis afios después de la terapia (Objetivo 1) evidencia la presencia de
kDNA de T. cruzi mediante PCR en el 40% de los pacientes tratados con Itraconazol y
cuyos XD realizados al mismo tiempo que la extraccion de sangre para PCR fueron
negativos. Los resultados de PCR fueron confirmados por ensayos de hibridacion en el
88.5% y 92.2% de los pacientes tratados con Itraconazol o Alopurinol, respectivamente.
Esta alta concordancia entre ambos métodos en la deteccion de T. cruzi ha sido previamente
descrita por otros autores (Breniere y cols, 1998; Gomes y cols, 1999). Tres muestras de
pacientes tratados con Itraconazol, con PCR negativo, fueron capaces de detectar la banda
de 330-pb con la sonda universal marcada con P** (11.5%), demostrando que la hibridacion
es mas sensible que la tincion con bromuro de etidio, como ya ha sido descrito previamente
(Breniere y cols, 1998). En un caso tratado con Alopurinol, ocurrid la situacion inversa, ya
que la hibridacion fue negativa aunque el PCR fue positivo. Este hecho podria deberse a
una inadecuada transferencia del DNA amplificado a la membrana de nylon o a una

insuficiente cantidad de DNA para la hibridacion. Este caso fue considerado negativo por



los criterios de positividad establecidos en el presente estudio. Con respecto a los Grupos II
y IV, cada uno constituido por 11 pacientes con XD positivo post-terapia, en 9 casos de
cada grupo fue posible detectar DNA de T. cruzi (Tabla 1). Los dos casos negativos
pertenecientes a cada grupo podrian ser explicados por la ausencia de parasitos en la
muestra de sangre recolectada, sugiriendo de esta manera que el volumen de muestra podria
ser un factor a ser considerado en pacientes chagésicos cronicos con bajos niveles de
parasitemia. Otra explicacion podria ser la presencia de inhibidores de la reaccion de PCR.
Esta posibilidad fue explorada bajo las mismas condiciones de amplificacioén en ensayos de
PCR utilizando dos primers especificos de genes de B-globulina que fueron positivos a la
amplificacion. En este contexto, Junqueira y cols (1996) publicaron 4 casos cuyos XD
fueron positivos y el PCR fue negativo, sugiriendo la presencia de inhibidores de PCR
como una explicaciéon a este hecho. Por otra parte, los mismos autores describen la
evaluacion de dos casos cuyo PCR fue negativo y evidencid amplificacion al gen de -
globulina, concluyendo que esos resultados no fueron debidos a la inhibiciéon de la
reaccion, situacion también descrita por Britto y cols (1995a,1995b). Los resultados del
presente estudio, muestran que las herramientas de biologia molecular parecen ser mas
sensibles para demostrar la persistencia del parasito en evaluaciones quimioterapéuticas
(Zulantay y cols, 2004Db).

La demostracion permanente de T. cruzi en individuos chagasicos cronicos, revela la
importancia de la enfermedad de Chagas en el continente latinoamericano y mantiene
abierta la discusion acerca de la eficacia y tolerancia de los farmacos utilizadas hasta hoy
en el tratamiento etiologico de esta afeccion (OPS/OMS, 1999; Rodriguez Coura y Castro,

2002).



Existe consenso que la enfermedad de Chagas debe ser tratada en cualquiera de sus
periodos, exceptuando los casos crénicos terminales (Junqueira y cols, 1996). No obstante,
la evaluacion de eficacia del tratamiento en la etapa cronica, aun constituye una
problematica dificil de abordar. Si bien el desarrollo vertiginoso de la biologia molecular ha
permitido aumentar en forma considerable la sensibilidad de deteccion de T. cruzi en
pacientes tratados (Junqueira y cols, 1996; Britto y cols, 2000), algunos autores estiman que
la cura parasitologica no es viable de ser confirmada, alin con pruebas parasitoldgicas
persistentemente negativas en seguimientos prolongados (Apt, 1999; Cangado, 1999). Los
estudios sobre evolucion clinica en chagasicos cronicos tratados son controvertidos y sin
resultados concluyentes, siendo incluso descartado por algunos autores (Cangado, 1999),
debido probablemente a la necesidad de realizar seguimientos muy prolongados y a lo
incierto de la patogénesis de la enfermedad (Rodriguez Coura y Castro, 2002; Viotti y cols,
1994). Se ha sugerido también considerar como criterio de cura, periodos prolongados de
negativizacion o disminucion de titulos anti-T. cruzi determinados por técnicas serologicas
convencionales (Rassi y Luquetti, 1992; Sosa y cols, 1998) y desaparicién de anticuerpos
contra formas tripomastigotas vivas de T. cruzi detectados mediante ensayos de lisis
mediada por complemento dependiente de anticuerpos (Zulantay y cols, 1998b) o
citometria de flujo (Martins-Filho y cols, 1995).

En el presente estudio, se correlaciona la evolucion electrocardiografica (regresion
y prevencion de anormalidades) en chagésicos cronicos tratados con Itraconazol o
Alopurinol y la condicion parasitologica, siete afios post- terapia. La conclusion mas
relevante, es que los efectos beneficiosos (prevencion y regresion) de estos farmacos sobre
la evolucion del trazado electrocardiografico, parecen ser independientes de la condicion

parasitologica. El 58% y 60% de reversion (ECG A/N) y el 90% y 88% de prevencion



(ECG N/N) observadas en los Grupos I y II, respectivamente, no constituyen diferencias
estadisticamente significativas, al comparar con el 12% global de progresion (ECG N/A).
Los rangos de reversion de las alteraciones electrocardiograficas (ECG A/N) fueron mucho
mayores que el 8.1% observado en el control histdrico (Arribada y cols, 1996). Al término
del periodo de seguimiento, un 76% y un 77% de los pacientes de los grupos I y II,
mantienen su ECG normal (Tablas 2 y 3).

Nuestros resultados son concordantes a los obtenidos por Viotti y cols, que
observan en individuos tratados con Benznidazol y evaluados durante 8 afios post-terapia,
una marcada reduccion en el desarrollo de alteraciones electrocardiograficas y una menor
frecuencia del deterioro de la condicion clinica, a pesar de la persistencia de las pruebas
parasitologicas positivas (Viotti y cols, 1994). En chagasicos no tratados, diversos estudios
determinan que la parasitemia no se asocia a la evolucion o condicidon clinica de los
individuos chagdasicos (Castro y cols, 2005; Monteon-Padilla y cols, 2001), mientras que
otros autores, establecen una estrecha correlacion entre la persistencia de T. cruzi y la
progresion de la enfermedad (Castro y cols, 2005, Rangel-Flores y cols, 2001; Busqueira y
cols, 2003).

Segura y Andrade, han verificado que Benznidazol interrumpe la progresion de
lesiones inflamatorias en ratones y animales cronicamente infectados con T. cruzi (Segura y
cols, 1994; Andrade y cols, 1991). Arribada y cols., estiman que cuando las anormalidades
electrocardiograficas son iniciales, es posible la regresion. Conversiones de alteraciones
menores tales como QT prolongado y bloqueo auriculo-ventricular de 1°y 2° grado, pueden
ser observadas incluso, en ausencia de tratamiento. La intervencion quimioterapéutica
puede causar asi, reversion de anormalidades mds severas, tales como bloqueos fasciculares

y bifasciculares, modificando la historia natural de la enfermedad (Arribada y cols, 1993).



En el presente estudio, las alteraciones que retornaron a la normalidad, sugieren que eran de
corta evolucion, pues revirtieron en los primeros afios de tratamiento.

El patron inmunogenético del hospedador y la demostrada heterogeneidad de las
poblaciones circulantes de T. cruzi, podrian ser factores que den cuenta de la independencia
observada entre evolucion clinica y parasitemia. Murta y cols, describen mayor
susceptibilidad a Benznidazol y Nifurtimox en cepas de T. cruzi de perfil heterocigoto
(zimodema B), predominante en areas geograficas donde el tratamiento ha sido mas
efectivo (Murta y cols, 1998). Toledo y cols, evidencian una fuerte correlacion entre la
divergencia filogenética de T. cruzi y su susceptibilidad a los farmacos in vivo. Aislados de
genotipos 19 y 20 (T. cruzi I) fueron altamente resistente a ambos farmacos, mientras que
los genotipos 39 y 32 (T. cruzi II) fueron parcialmente resistentes, a pesar de la
susceptibilidad de Itraconazol durante la fase crénica de la infeccion (Toledo y cols, 2003).

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir, que la evaluacion de eficacia
quimioterapéutica en la enfermedad de Chagas crénica podria considerar, ademas de los
criterios parasitologicos, los efectos benéficos de los farmacos sobre la regresion o
prevencion de anormalidades electrocardiograficas. El establecimiento de indicadores
predictivos de una respuesta terapéutica eficaz, nos permitird disminuir el impacto de
progresion de la enfermedad de Chagas crénica.

La técnica de PCR se ha constituido en una poderosa herramienta, que aplicada en
sangre periférica (Britto y cols, 2001; Maldonado y cols, 2004), suero (Russomando y cols,.
1992), tejidos (Aufderheide y cols, 2004; Shijman y cols, 2000; Freitas y cols, 2005) y
deyecciones de triatominos (Breniere y cols, 2002; Torres y cols, 2004; Zalloum y cols,
2005) entre otras muestras biologicas, ha permitido aumentar significativamente los

porcentajes de deteccion de T. cruzi No obstante estos avances, el XD alin es considerado



un eficiente método de diagnostico parasitologico, especialmente en la fase cronica de la
afeccion (Schenone, 1999a; Schenone y cols, 1999b). La buena sensibilidad de las ninfas de
T. infestans para detectar T. cruzi en sangre periférica de diversos hospedadores infectados,
determinada por la importante capacidad de ingestion de sangre y la alta tolerancia a la
manipulacion por parte del examinador, han permitido su uso en el XD (Schenone, 1985;
Schenone y cols, 2000). Es asi como ha sido posible, utilizando deyecciones de
triatominos, evaluar la distribucion de genotipos clonales en T. infestans (Bosseno y cols,
1996), demostrar la considerable variabilidad bioldgica de T. cruzi (Revollo y cols, 1998)y
caracterizar mediante esquizodemas y analisis de Southern, aislados obtenidos de T.
infestans y pacientes chagasicos de diversas procedencias geograficas, confirmando la
heterogeneidad de las poblaciones de T. cruzi (Solari y cols, 1992, Torres y cols, 2004). No
obstante estas ventajas, se ha evidenciado que casi la mitad de las infecciones biclonales no
son detectadas por XD al concluir la metaciclogénesis, existiendo importantes diferencias
en la deteccion segun el genotipo de los clones. El hecho que T. infestans no reproduzca
diferentes genotipos con la misma eficiencia, tendria fuertes implicaciones para la
confiabilidad del XD. Adun asi, el uso de PCR y posterior hibridacién de los productos
amplificados con sondas de kKADN de T.cruzi evitan la fase de cultivo, lo cual hace la
deteccion de infecciones mixtas mucho mas sencilla (Da Silveira Pinto y cols, 2002).

Otra aplicacion de interés epidemioldgico, es la utilizacion de heces de triatominos
silvestres, peri-domiciliarios y domésticos para determinar los indices de infeccion por T.
cruzi (Osherov y cols, 2003, Guevara y cols, 2005). La demostracion del 60% de infeccion
en T. infestans domiciliarios y 12.7% en vectores silvestres, mediante microscopia y PCR,
confirman la importancia de la utilizacion de este tipo de muestra bioldgica (Bar y cols,

(2002).



En el presente estudio, el PCR ha sido aplicado en las deyecciones de triatominos
alimentados con sangre periférica mediante XD, es decir, hemos dado la posibilidad que el
vector natural realice una primera etapa de amplificacion, seguida de una segunda etapa de
amplificacion aplicando PCR. EI 100% de los casos XD positivo (Grupo I), fue PCR
positivo, mientras que en el Grupo II, constituido por pacientes XD negativo,
probablemente con muy bajos niveles de parasitemia, el 36% de ellos tuvo PCR positivo
(Tabla 5). Al aplicar ambas técnicas en forma independiente, se ha demostrado la mayor
sensibilidad de PCR en sangre periférica sobre XD, con porcentajes del 90% y 43%,
respectivamente (Britto y cols, 1995a). En pacientes tratados, se han obtenido resultados
negativos para PCR y XD en el 73% y 86% de casos agudos y en el 65% y 83% de casos
croénicos, respectivamente, mientras que en pacientes tratados con placebo, un 73% de ellos
tuvo XD negativo y un 36% PCR positivo (Britto y cols, 2001).

La mayor concordancia entre resultados positivos a la observacion microscopica y
al PCR, se obtuvo a los 60 dias de incubacion de los triatominos (84%) (Tabla 6). Estudios
previos describen concordancias que fluctuan entre el 77.5% y 89.3% al comparar la
observacion directa y PCR en deyecciones de triatominos. La probable explicacion a la
discordancia la dan los mismos autores, quienes sefialan que puede ser debida a la falta de
purificacion del DNA de las muestras fecales contaminadas por productos de la sangre y
bacterias en las heces del insecto (Breniere y cols, 1999).

En la etapa cronica de la enfermedad de Chagas cronica, la parasitemia puede tener
bajos o altos niveles en diferentes individuos y es de caracter variable y fluctuante
(Schenone, 1999b). Castro y cols, (1999), evaluaron a 202 chagésicos cronicos durante 13
afios mediante repetidos XD y determinaron que las parasitemias fueron altas, medianas y

bajas. Por otra parte, Cancado (1999), sefiala que resultados negativos de XD pueden



reflejar periodos de ausencia o baja parasitemia. El XD actia como un medio de cultivo
bioldgico para amplificar T. cruzi (Schenone, 1999a) de tal manera que los casos del
presente estudio que tuvieron XD negativo y PCR positivo, serian reflejo de la capacidad
que tuvieron los triatominos para amplificar el parasito que se encontraria en muy bajos
niveles en la sangre periférica.

En nuestro estudio, un caso presenté XD y PCR negativo a los 90 dias (Tabla 7)
habiendo sido positivo para ambas técnicas a los 30 y/o 60 dias de incubacién de los
triatominos. Este hecho puede deberse a triatominos infectados por T. cruzi que murieron
durante el proceso de incubacion, representando una de las limitaciones del método
(Schenone, 1999a). Una proporcion de triatominos utilizado en el XD muere durante el
periodo de mantenimiento en el laboratorio previo al anélisis microscopico de deyecciones,
proporcion que alcanza el 7.7%. La mortalidad puede subir drasticamente al 87% cuando
los triatominos son incubados durante 120 dias (Schenone y cols, 2000).

El presente estudio valida la precocidad de PCR en muestras positivas para XD.
Independiente del periodo de incubacidon en que se comparen ambas técnicas, PCR tiene
mejores porcentajes de positividad y detecta precozmente a T. cruzi, como se observa a los
30 dias, en que se obtiene un 92% de positividad para PCR y 44% para XD (p=0,005). El
ciclo completo de T. cruzi en el triatomino dura entre 15-60 dias, al término del cual es
posible detectar el parésito en las deyecciones del insecto, sobre todo en aquellos que
presentan un tasa de metaciclogénesis alta, que corresponde a la tasa de transformacion de
las formas epimastigotes a formas tripomastigotes metaciclicas (Brener y cols, 2000).

Estos resultados permiten postular que la técnica de PCR es una herramienta

complementaria del XD, puesto que sumado a la mayor sensibilidad y precocidad de PCR,



es el XD el que cumple la funcion biologica natural de amplificar T. cruzi. Por estas
razones, ambas técnicas son complementarias.

El ultimo objetivo especifico de la presente investigacion, aborda la utilizacion del
PCR en chagasicos cronicos desde el punto de vista epidemioldgico. El Programa Nacional
del Control del Vector de la enfermedad de Chagas en Chile, impulsado por el Ministerio
de Salud, se inicia en el Servicio de Salud Coquimbo en el afio 1980, permitiendo mantener
bajo control la presencia de T. infestans en el 80% de las viviendas de areas endémicas, con
una reinfeccion promedio del 3,4% (Correa, 1991; Valdés, 1991). El Programa
Intergubernamental del Cono Sur para la Eliminacién de la Transmision Vectorial y
Transfusional de la Enfermedad de Chagas (OPS, 1992), consolid6 tales esfuerzos. El
presente estudio, realizado en zonas rurales de la IV Region de Chile, evidencia un
importante porcentaje de pacientes en los cuales se ha comprobado la infeccion por T.
cruzi, conoce a los triatominos y refiere haber sido picado por ellos. Todos aquellos casos,
que en la encuesta aplicada en el afio 1992, declararon infestacion domiciliaria por
triatominos, fueron estimulados a realizar la denuncia correspondiente para concretar la
intervencion del Programa sobre el Ambiente. Tras ese hecho, la totalidad de los afectados,
informa que se realizaron actividades de investigacion triatominica, ataque y vigilancia,
logrando erradicar el insecto en sus domicilios y peridomicilios en un periodo no inferior a
dos afios. Es asi como, en el ailo 2002, tal como se observa en la Tabla &, el 100% de los
casos reporta ausencia de T. infestans en sus viviendas. Con respecto a la informacion
entregada por los encuestados en relacion a la picadura por los triatominos, es posible que
el 16,2% que manifiesta no haber tenido contacto con el vector, y aun asi, estar infectados
por T. cruzi, se deba a transmision transplacentaria y transmision vectorial que no fue

percibida por el infectado (edad, habitos nocturnos del triatomino, picadura indolora,



ausencia de lesiones cutaneas, etc). Por otra parte, es interesante observar los cambios que
durante la década 1992-2002, tuvo el material de construccion de muros y techos de las
viviendas de los pacientes encuestados. En el afio 1992, un 48,6% de los casos vivia en casa
de adobe. Por el contrario, en el afo 2002, un 32.4% poseen viviendas con paredes de
cemento o adobe estucado y un 48.6% paredes de madera. Tal situaciéon se ha visto
favorecida por politicas de vivienda desarrolladas para el area rural en Chile, que
presentaban graves deficiencias en infraestructura (materialidad o saneamiento) (Mideplan,
1998). El otorgamiento de subsidios rurales permitié que dicho déficit disminuyera al 9,9%
en el afio 1998, en comparacion con el 16,7% informado para el afio 1990 (Mideplan,
2000). Junto a ello, la cobertura de viviendas rurales electrificadas en la IV Region
ascendid de un 54% a un 79% entre los afios 1992 y 2002 (Comision Nacional de Energia.
Chile, 2002).

Después de 10 afios post-terapia (afio 2002), todos los pacientes mantienen la
serologia convencional positiva (IFI y ELISA) y en el 89,2% de los casos se evidencia
mediante XD, PCR o ambos, la persistencia de T. cruzi circulante (Tabla 9). La mayor
sensibilidad de PCR en comparacion con XD obtenida en el presente estudio, ya ha sido
previamente citada (Chiari, 1999; Coura y Castro, 2002), validando su uso como
herramienta de evaluacion de eficacia quimioterapéutica (Solari y cols, 2001b; Zulantay y
cols, 2004; Britto y cols, 2001). Al correlacionar los resultados epidemiolédgicos y
parasitolégicos, diez afios después de concluida la terapia, es posible sostener, que la
persistencia de la parasitemia no estd directamente relacionada con la exposicion a T.
infestans intradomiciliario, puesto que en comparacion con el afio 1992, las condiciones
favorables para su desarrollo por efectos de los Programas de Control del Vector y

mejoramiento de la vivienda rural, se han visto disminuidas (Zulantay y cols, 2004a). No



obstante, estos resultados no son suficientes para determinar la real eficacia de los farmacos
antichagasicos en la etapa cronica de la enfermedad de Chagas, puesto que seria necesario
considerar otros aspectos relevantes tales como, la cuantificacion de kDNA de T. cruzi en
condiciones de pre y post-terapia, evaluacion de la eventual cepa-especificidad a fArmacos
recientemente descrita en estudios experimentales (De Ornelas y cols, 2003) y el
establecimiento de la existencia o ausencia de correlacion entre la parasitemia y la

evolucion clinica en seguimiento prolongado post-terapia.

VIIl. CONCLUSIONES

La Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR) y la posterior hibridacion de productos
amplificados, constituyen herramientas mas sensibles que el Xenodiagnostico para detectar
Trypanosoma cruzi en individuos chagasicos cronicos tratados y evaluados

parasitologicamente en seguimiento prolongado.

La presencia de Trypanosoma cruzi detectada mediante PCR, hibridacion y
Xenodiagnostico, no se asocia a la evolucidn (regresion o prevencion) de las anormalidades

electrocardiograficas determinadas en pacientes chagésicos cronicos.



La deteccion del kDNA de Trypanosoma cruzi mediante PCR en deyecciones de
triatominos aplicados en Xenodiagndsticos en pacientes chagasicos cronicos, es mas

sensible y precoz que la observacion microscopica.

El Xendiagndstico y el posterior PCR aplicado en deyecciones de triatominos alimentados
sobre pacientes chagasicos cronicos mediante Xenodiagnostico, constituyen herramientas

complementarias.

No existe asociacién entre la condicion parasitolégica determinada mediante PCR y
Xenodiagnostico, con los antecedentes epidemiologicos relacionados con el habitat intra-
domiciliario de Triatoma infestans en chagasicos cronicos tratados.
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Use of polytnerase chain reaction (PCR) and hybridization assays to
detect Trypan()soma cruzi in chronic chagasic patients treated with

itraconazole or anopurinol
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Ab~tract

The presencc of T1}panosol1zac rozi in chronic chagasic paticnts ",ith negative xenodiagnosis (XD) after 6 years following
completion

of tI1Cl-apwy ith either itraconarole or all')l)UriJ.1owl a.'ia ss.-"'Ssebdy po)ytllerasechaj!\ reaction (PCR) and hybridizatiiin
a~sa~. A 33{)-bpD NA

fragnlent amplift.}d from tbe bypcrvariable rcgions of T. cl-j/zi kinctoplastid minicircle.s was bybridized witb total J2p-labeled
kinetoplast

DNA as probes. PCR alone enabled the identification of T. cnlZi nuc)eotide sequences in 40% of the patients treated with
itraconazole and

in 60"/6 of paticnts treated \\ith a1)opurino). PCR used in combination \\;tb hybridization detected parasite DNA in 60"10a nd
S3°/0Oo f XD

negative indi,iduals treated with itraconazole or a1lopurinol, respectively. These results show that PCR and hybridization are
more sensitive

than convcntiona1 parasitologica1 techniques in diagnosing paticnts that have undergone chemotherapy with itraconazo)e or
allopurinol.

(O 2004 E)sevier Inc. An rights resef\'ed.

Ke)"I"'ni~: Chronjc Chagas di~e; Tl}pano.)omo crozi; Pol)mer.~se clJain reaction (PCR); H)'bridization assays; ltraconazole; Allopminol

Introduction

PCR has been successfully used to amplify \'ariable

regions of T. cruzi kinetoplast DNA. which is abundant and
can be easily prepared from the parasite (;,i;:, ,j : \

i " J 1,(). Oligonucleotides targeting conserved
regions of the T cruzi minicircles have been designed

to amplify a 330-bp DNA fragment from a variable

reoj .",. on ofthc paras.lte mm. 1.c.rcles (~," ..., ..c"). Studies
\\,ith ser'd taken from acute and chronic chagasic individuals
that did not receive antiparasitic therapy sho\\,ed

PCR amplification of T cruzi DNA in ail the samples

analyzed (j;.c""v,;dj,(Ii] jc;:" jc ',;=). In addition. J,ljj,-J"":::j

;o (2""). detennined 59.4% of sensitivity \vith PCR in

biood samples of serologically positive chronic chagasic
indi,,'[duals in comparison with 35.6% and 25.7% obtained

for xenodiagnosis (XD) and hemoculture, respectiv-ely. Furthermore,
PCR has been reported to provide efficient 90%

detection with T. CnL"[ with seropositive results for C~as
disease( ,.i:..",, i cl,:..)."., Recently, ..vl;,:":,, )i 2:;;:2),

found that 43 of 50 patients previously serodiagnosed as



chagasic were positive using nested PCR (N-PCR). 1fiese

authors suggested that N-PCR may be a complementary tool

to for parasi.te detection in patients with doubtful serologic

result". Evaluation oftlle efficacy of chronic Chagas disease
treatment ishampered by the .1acko f reliable c~terja of cure

as well as the |-ather poor sensitivity of conventiona.1p ara-

S.It ologt.c al prac+u;ces such as XD ("i!,; i,"_ J,.L"™™ ,,:",-" -, ;,," ",.~t..).- oFr
these reasons, PCR has become a useful too.l a.lso to detect

the presence of 1: (..nlZi in cbronic chagasic patients undergoing
chemotherapy- K,Ui' ,'.: :,j j ) compared PCR

with xenodiagnosis in chronic chagdsic patients after chemotherapy
with nifurtimox or ben7-"ida7cOTI,h eyobserved

that PCR was negativc in 65% of the patients ",wle 83% Icd

to xenodiagnosis negative resul.ts'; -i12ji" t a; 1.2,""jj j,' demon~
trated that T. cruzi could be dete<;ted by PCR in al1.

children of an infectcd but: untreated population and in 69%

of an adu.ltp opu1.ationth at also remained untreated.T he XD

positivity detennined for the same groups was 79% and
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1.3. Xenodiagnosis

The XD test was carried out silriultaneously with the

blood sampling for PCR using two cylindrical wooden vials
(seven third-iru,'tar of Triatoma infestans each). After feeding,
a microscopic examination of insect faeces was perfonned

at 30, 60, or 90 days of incubarion at 27°C, when the
previous examinarion was negative. All of the microscop~

fields in a 2.2 cm area were examined twice (\.;chrnnri\.’
Table |

Detection of T1Jpano.wma cruzi kDNA by PCR and hybridizlltion with
ti>tal kinetoplast DNA probes of '2p-labeled parasites in peripheral blood
of 52 treated c!UUf)jc chagasic patients classified according ro
xenodi3gJiOsis (XD) and drug receive4

Group ~n Drug X~D- --~--- PCR + HybridizatiO1l +

Post- Therapy n (%) n (%) .

1 15 i~oie Neg'dtive 6 (4()) 9 (60)

Il 11 itI3Conazole Positive 9(81.8) 9(81.8}

11115 allopuri1101 Negative 9 (60) 8 (53)

IV Il allopurinol Positive 9(81.8) 9(81.8)

2.4. Pol_vmerase chain reaction (PCR) 21 %, respectively. While all patients converted to negative
XD within 3-6 months after nifurtimox thel-apy, PCR remained

positive for a longer period of time. The present

worl< reports the usefulness of PCR and hybridization to

monitor parasite clearance in chronic chagasic patients who

had completed a therapeutic course with itraconazole or

allopurinol 6 years earlier and whose XD results were negative.
2. Material and metbods

1. J. Paticnts

A total of 52 chronic chagasic individuals {mean age, 41
years old) frorn a highly endemic region of Chile (Regions

IV and V) were treated with itraronazole or anopurinol All
patients were classified aCcording to XD tests perfol1l1ed
parallel to taking of blood samples for PCR at 6 years after
treatment. As a means to increase the sensitivity of parasitemia
deteetion. the amplified PCR products were hybridized

with a universal KDNA probe (':;),.c, 2()i,) .i). Patients

were classitied according to the drug used and XD, as

shown in .i..j, ;: .I. P.dtientsc anle from regions th:,rta re under
epiderniologic surveillan<:e by the Vector Control Program



of the Ministry of Health and the Initiative of Soud1 Cone

2.2. Chemotherap)' protocol

Cbagasic patients were selected from a randomized, double-
blind sn1dy to evaluate fue efficacy and to1erance of
itr.jconazOle (n = 26; 6 mg/kg/day in 100 mg capsuies;
Janssen L~boratories, Beerse, Be1gium) administered as directly
observed therapy (DOT) divided in two doses per day

over a 120-day pcriod, or allopurinol (n = 26; 300 mg

tab)ets; Si)esia Laboratories, cm)e) at a daily dose of 8.5

mg/kg fOr60 d3ys. The 1J'tudyw as approved by the Ethics
Colnnlittee of fue Faculty of Medicine of fue University of

cmle, and infonned consentwas obtained from each patient
("L i)

Two miUiliters of blood was mixed with the same volume

of a 6 M guanidine hydrochloride/200 InM EDT A

solution, boiled for 15 min, and stored at 4°C. DNA was
extra\..'ted from 500 jJ1 of the IniXture using the phenolchlorofonn
protocol and precipitated with ethanol as described

by .,,',nclc:,:c,,!: i '"!'i,,). DNA was resuspendedi n

50 ILI. of water, chromatQgraphed in a P 10 filtration microcolumn,
and stored at -200C. In paraUel, an extemal control

of PCR was perfonned by the Research Group Qf

MQlecular Parasito1.0g, yl nstitute Qf BiotechoolQgy, University
of Granada, Sp3in, using essentially the same protocol

with SQme differences, su\..'h as the use of Proteinase K,
isoamilic alcohol in thc DNA extrdction and different origin

of primers as weU as all reagents used. Reactions of PCR

were cam.ed out as descn.b ed by ,jc .,",' 'ci.: "i,"0..,,0.. " ""..,
Briefiy, 5 ILI Qf ten1plate DNA was 8Inplified in a frnal

volume of 50 ILI containing 0.25 mM of each of dA TP,

dCTP, dGTP, and dTfP, and 200 ng of forward and reverse

T crozi-specific primers 121 (5' AAATAATGTACGG(f1
G)GAGATGCATGA-3"and .J22 (5'-GGTfCGATIGGGGTIGGTGTAATATA-
3"), 2.5 U ofTaq polymerase, 5 IL1

Qf IOX Tag DNA polymerase buffer, and 6.7 mM MgC12.
Mineral Qil (80 ~) was added tQ avQjd reactiQn mixture
evapordtion. The PCR condition was perfonned to ensure

that all fragment were co~letely synthesized (2 cycles at

9goC for 1 min and 64°C for 2 min, 33 cycles at 940C fQr

1 min. and 64°C fQr 1 min; a final incubation at 720C for 10
Inin in a thennocycler). PCR intemal control for arnplificatiQn
ofthe human fj-globin gene sequences was as described

by SJi1(j ;;:t J..1 i "):):). Routinely, Qn a set Qf five lysates

frQlll patients to be diagnQSedQ, ne negative blood sample
frQlll a nQninfected perSQn was included. A single 8lnplificatiQn
Qf a DNA preparatiQn Qriginating frQm a cQnfirmed

chagasic patient was included as pQsitive ~QntrQl,

and a tube withQut DNA was included as a negative

cQntrQl. A 330-pb product represented a pQsitive assay.

PCR assays were performed in duplicate. PCR products

were fractiQnated by electrophQresis in 2~~ agarose gels,
stained with ethidium bromide, and visualized under an
ultraviQlet light.
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=ined with d1adium bromide. H. DNA of A transfen-ed to a nylon nlel11brane, nybridized with 32p-labeled with total kDNA as a probe. Lanes
2-18 show

i 7 palient,; with II<';;itive or negalive PCR-ba,;edd mb'J1(),;i,l;..a ne 19i,; a ,;ample from a lI<',;itive contro\. J_aneM j,; a I(~bp ladder as a
nlOkcular ,;ize marker.

2.5. Soufhern blof ana-vsis CFUZI DNA was assessed by PCR and were also confinned
by the hybridization test. Three of the nine r:emaining cases
that wer:e negative by PCR proved positive in the hybridization
test. These figures mean that 40"/0 of the samples

with negative XD pr:oved positive by PCR, and this percentage
increased up to 60"/0 wnen the hybridization test

was applied. These results were stat.istically sign.ifican.t
when. compared with those obtained by XD (p < 0.000 I ). In
Group |.I, composed of individuals with positive XD after
t.reatment with itraconazole, PCR were positive in 9 of ||
cases and all 9 were confinned by hybridization; therefore,
no Statistically significant differences were found when a
comparison was made with the results obtained by XD. In
the Group 11.I1 (negative XD after treatment with anopurino1),
9 of 15 cases were positive by PCR, 8 of these also

being positive by hybridization. When the result8 by PCR
and hybridization te8ts were con1pared with those results of
XI), statistical8ignificance was found \P < 0.0001). In the
Group .1V, positive XD after treatment with allopurinol, 9 of

Il cases were positive by PCR and hybcidization test, with

no statistically significant differences with respect to the
results of XD. In the four cases belonging to the control
GI"Oupsll and IV, with no detectable T. cruzikDNA by PCR
or hybridization, PCR was perfonned using specific primers
for hunlan j;-globin gene (), with positive

results in all cases; thus, the presence of inhibitors in those
.samples was discarded. In 40 of 52 samples (70%h PCRs
were also perfonned blind, without. knowing the previous
results in tlte Biotechnology Center of University of

Grnnada" Spain with 90% ofagreement. The four cases of
disagreement belonged to Group 1 (n = 3) and Group Il (n

= 1). In those cases, hybridization tests were considered the
definitive criteria (3 negative and 1 positive).

Amplified DNA \vas thcn transfetTed to a nylon membrane,
denattlred, and cross-1inked by UV ilTadiation. The
membranes wcre prehybridizated in 6 X SSC and 1 mM
EDTA, pH 7.4, 5x Denhardt's solution, O.5~/os odium dodecyl
sulfate (SDS), 20 JLg/ml denarored sa!mon-sperm

DNA at 650C, and fiybridized overnight in the same solution
with the labe1ed' probe. Washing \V-as carried out in

0.1 X SSC. Hybridization were carried out using total

kDNA from T. cruzi as a universa! probe and labeled by the
random priming method with (ix32p)dCTP (

). The membranes were autoradiographed for from

210 24 h. ()- All tests were performed in

dupicate.

2.6. Statistics
All results were analyzed using the ~ statistical test, and
p values <0.05 were considered to be significant.

T cnai DNA detection was considered positive when

both a band of 330 pb by PCR and positive hybridization
were demomrated ( ), or, in a few cases, when PCR

was negative and hybridization positive. These criteria were
applied on the basis of the description of the higher sensitivity
and specificity of hybridization test that uses radiolabeled
probes in~'tead of ethidium bromide stain (

).. As can be seen in, in 6 of 15 cases with

negative XD after treatrnent with itraconazol.e (Group 1), T.
1. ZjjJantay el aL / Diagno., .tic J.ficrobiolOg}. and JnfediOILf Di.wa:re 48 (1004) 253-257

4. Oiscussion biology tools are more sensitive for demonstrating parasite



persistence in chemotherapeutic evaluation.
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CHRONIC CHAGAS DISEASE. ABSENCE OF mTRADQI,..1ICII..IARY Triatoma i1ifestan8
AND PERSISTENCE OF CJRCIJLATING POST- THER;\Py Irypanosoma cf"Uji

Jn 1999 Chile declare no vectorial tran.fmi3.fion of Cjtagag di3ea,\'e. On the other hand. the
development of d}velling policy ~t,hich inclj.jd(::e j"lde71¢ riuc ral z(me3, have obtained impo,'1ant ad.,a11Ce3
in human ~roup3 w'ith jleight deficiejlc.y of}zabitability. 71lis epi.demiological3ilUati011 )\'a3 8tudied 10
years after rhera.vy, in -~7 chroruc chagasic patients from I"liral zone.\, of the "7 Region7 b.y an
epi~ienuologicinque8t ipre aridpo8t-ther(:tpy )atICl parll.)irologica.l e,..olution (post therapy). The inqueEt
inchtded: Ja'1.0.vledgeo f the vectol'; pl'esence of triatO7/Uni::3i n the dK'ellijlg antecedentj of Izavl': been
bitten by triatominl?3, and con.ftniction material8 olthe dwelling.f. The para8itological et'OhltiQrj wa.~
perfomijed b.y xen()diagnoEiE ( "\"D ) (37 casesj alzd Pojimera.fe Chain Reactjon ( PCR) in peripjLericaj
blood (.;;'4c a.'es) . The "'e,\'UIt3o f the epidemiological.fUj1'ey evidenced impo11ant <-.jzangeEof the
q1.talit.y

of t-he rj.f1'aj dwelling 01 the treated chclga.~ic patie1U8, while, ij1 rolation to para8itemia. circltlant
Trypanosoma cruzi ~.a.f detected in the 89.2% I?f the caaes. (.i7.8%) and 88.2% by' .J.:.D and PCR
re.f,t)ectivel.i).l ti., (,o1lcluded tjjat the per.yistence of the para.~ite after thel-apy is not relatimlated with
the presence of intl"Gdomicili42ry Triatoma inJcstans.

Key words: Trypanosoma cnt;:i, Triatoma inj'estans. Enfe17nedad de Cfjagaij;.

INTRODUCCION hiperendémicas j .Entre otras consider3Ci one.<;L. Ul

promedio gene1"31d e intecciéu humana del 12 %

seg1i1J xenodiagudstico y del 19tt(j segun

serologia:. con aproximadamente 63.000

viviendas rurales o peri-urbanas su_ietas a

actividades anti-Triatoma infestan8~. fundamento

la inclusion de nuestro pais en el Prog1"ama

En Chile, el area enderrlo-enzo6tjca de la

enfemledad de Chagé&c; se distribuye en sectores

rurales y peritU.hanos de las sei~ plimera.o; regiones

polftico-adminislrativas, mas la Region Metropo1itana,

si endo las I'egiones m y Iv" consider:adas

* La.~8.torio de PtIT~tologia Basico-Clirrico. Progj'ama de Bio1ogia Cehutrr y Molf:c\J1ar. Instituto de Cienci8:"
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Intergubernamental del Cono Sur para la
EliminacioD de Ir-I Transmisién Vectorial y
Transfusional de la Enfernle(lad de Chagas4, Tras
la aplicacion de esta iniciativa, se certificé a Chile
como el segundo p3is que ha intemimpido la
transmi$ion vecrorial de la enfermedad de
C:Mgas5.

Paralelo a estos importantes avances, la

Reaccion en Cadena de la Pohmerasa (PCR) se
ha constituido en una promisoria helTamienta de
diagtldstico, ampli ficando _L\DN de T1'}panosorria
cruzi desde regiones altamente repetidas del
genoma del parasito”, demostrando alta ~ensibiJOidtr1od
7a specto ampliamente abordado por

diferentes grupos de investigacion, ha sido la
quimioterapia de la enfermedad de Chagas Cr6niCB,
etapa para la cual, se ha sugerido investigar
medjcamentos djsefiados para afeccione.~ no
relaci onadas que exhibrol actividad contra 7: cl~zi
y Se&l inocuos para el hombre\(J.11.

En el pre..qgentee studio, se asocia la condicion
parasitologica detelminada por ;m y PCR con



algunos antecedent~ epidemioJogicos relacionados
con el habitat intradomi(,'lliario de 7: injestans en
chagasicos crpnicos tratados.

MATERIAL y METODOS

injeJtans, se les consulté en forma anexa, si

realizaron 18 denuncia a la autoridad sanit.aria
con.espondiente y la fecha aproximada de
peenriaddoircnaiccii1.6ion. del vector en el domicilio vO1
Se aplicd, en condiciones de post-terapia

i:2002), dos cajitas de xenodiagnostico (XD),

segun técnica descrita previamente14. Cada una de
e113S conterua siete ninfag de tercer estadio de 7:
i1ifesta-ns libres de infeccion. Las C8ja.~ fueron
mantenidas a 27° C, reB1izando postellor examell
microscoépico de la muesn"a fecal de los insectos a

los 30, 60 y 90 dias de incubaci6n, ell busqueda de

1$ fozmas tripomastigota.” (le 7: c11.tzi.

.A. cada pa,,-iente en condiciones de post-terapi3,

se le extrajo 10 cc de sangre venosa, distribuidos

de lasignientema11era: 5 ml pa.raPCR., recibidos en
buffer Guanidina HCI 6M )' EDTA O,2M usados

como preservante y anticoagul'tnterespectivamente,

y 5 ml eu tubo 8in anticoagulante para la obtenciOll

de suero y posterior analisis por serologia
convencional. .A.mba<; muestl-as fueron alicuotadaq
y mmitellida." ~ -2C'fC hasta su uso.

Se determinaran los niveles de anticnerpos IgG

contra antigenos total~ de 7: cr,,jzi mediante las
técnicas de hltnIDIOfluorescen(..-ia Indirecta (IB) y
EUSA Se consideré una reaccién de IFI positiva
C1.1ando el tftu]o fue iglli\l o nlayor a Ino. Par8

EUSA, e] limite discri1lUnativo de positividad se
calcnlé como el producto de la media aritmética de

los controles negativos mas tres desviacione.~
~tan&r!5.

Con el :fin de extraer el ADN ki.netoplastidico
(k.A.D\1"\d e 7: C77.1Zip, ara realizar PCR.1a~ muestras
fue1"on precipi~ y lavadas COJ| etmlol absoluto y
etanol7(~t, respectivamente, seguida de tnl proceso

de digeslidll con TRIS (O,0IM), EDT.A.(:0,005!vf).
SDS (0,,5%) y proteinasa K (20 mg/ml). Las

muestras fueron sonletidas B un proceso de
desprotei1uzacion con fenol-cloroformo-alcbhol
isosmilico seguido de un proc~o de precipitaciOll

del ADN con Bcetato de anlonio 3M v et3noJ

absoluto. Una vez finalizada esta etaPa. elADN fue
purifica.do en columnas de Sephadex 0-25 y

utiliza(kJ como molde |Jara la r'e.-<tCciond e PCR.l.a
mezcla de reaccion estal1a compuesta por 5 ~l de la
mne8tra, 3 .u.1 de los oligonucle6tidos 121 (5'-
AAATAATGTAC~ (TICfi GAGATGCATG~") y

122 (5. GGTrCGATTC'"1GOOTTCIGTGTAL..TATA1'), a
unB conce.ntracion de 25 ~M, 5 .ul de buffer de

Taq polime~a (que couliene Tris-HCI pH 8,867

m..vl, 16,6 m."tv1 de (~;;~SO 4' 6,7 mM de MgCl:"

Se evaduarO11 37 pacientes chagasicos
cronicos procedent~ de zonas nll'ales de la IV
Region. 17 hombres y 22 mujer~ (promedio de
edad 43 aflos:), trat8dos C011a llopurinoJ. (D = 11)
o itraconazol (Il = 26) en el atto 1992, segun
protocolo descrito12,1:IL. os casos se selecciolli1ron
de acuerdo a los ~iguientes |-'flterjos: hal>er sido
encuestados antes y diez afios después de
concluida la terapia), que contaran con mlles~
de san~ periférica para PCR y se I~ hubiera
aplicadt) XD en condiciones de post-terapia.
Finalmente, glle su procedencia con"espolldiera
a localidades rurale.'3 endémica8 incorporadas a



program$ de conlTol del vector.

La mcuest8. epidemio1dgica aplicada en 108

al1os 1992 (previo a la terapia) y 2()(12 (cliez aft{)S
post-terapia) incluy6 informacién acerca de:
conocimiento del vector, presencia de 7: iro.fe.1tans
en el domicilio 3ctual, antecedentes de haber sido
picado por triatominos y, en relacién a la
infraestructura de la vivienda, material de muros

y techo. A todos aquellos pacie.nres que decl3l'aroD
en el afio 1992 infestacién domil-'lliaria por 7:

Q4

RESULTADOS

Etl el afto 1992, como se observa en la Tabla

1, €189,2 % de los encue.~~dos nimrifesté conocer

a los triatominos, el 18,99f, I"efirié presencia de

T. i1ifeBtans en el dOIIUCIlio actual y €183,8 % tenia
la seguridad de haber sido picaclo por ellos. En
relacion a la vivienda, el 48,6 o/(.d e los muros de

la."! habitar..'iones de los paciente." chag$icos eran

de adobe, e113.5% de cemento o adobe e.~tuca.do

y el 29,7% de madera. En relacion al material del
techo de la vivienda, el 59,5% era de zinc, e127()i(;o
de piZm-refio y el 10,8% dequincha (paja y barro).

En la encuesta aplicada a los mismos p3.L,"lentes

en el Sflo 2002, se mantuvo el porcentaje en

relacion al conocim.iento del vector (~89,2%;),
ninguno de los casos reporté presencia de 7:
infeRtanB domiciliario O peli-domiciliario (.p =

0,(()86) y el 81,8a;t! manifesté haber sido picado

por las vinchuc$. Con re.'Specto al material de

los muros de las habitaciones en el aito 2002,

solo e18,1 % er3.de adobe (p = O,()()()()I), el 48,6%
de madera (p = 0,0086) y el 32,4% de cemenro o
adobe estucado (p = 0,0{!86). Para el mismo

1O roNI 2-Mercaptoet<mol), 0,5 j..tJd e ESA, 5 .u1

(0,4 nl1\1;)d e los cuatro dJ:..;rTP(dATPd' C1P, dG11',
dTrP"), 31 ~1 de 8g1Ja bidestila~ en un volumen

final de 50 ~ adenlas de 4 |.T Taq pohmerasa (0,5

~). Esta nlezcla fue (..-ubiertap or 80 j.j1d e aceite
minernl. El programa de anlplifi caci 6n de Ja'l-eac(.."ién
de PCR con.'Sistié en: dos ciclos i11iciales de 98"C
por 1 minuto y 64"C por 2 mimltos~ 33 ciclos
intennediarios de 94°C por | nrilnlto J' 64"C por |
minuto y un ciclo final de 72"C PI"Ir IO minUi:os.
Finalmente, 10 ~jJd el amplificado se me7..Claronc on
4 ~ de buffer de carga que contenia Jl.-ylenxianoJy.
azul de bromofellol y se~ometieron a electroforesis

en gel de ag-,Jrosa1 2C;u( m buffer Tris Borato EDT A
Ix). El gel fue teflido con bromuro de etidio (5;..Lgi

ml) por 10 minutos y luego fotografiado. Se
con..'lideré como Uill} reaccion positiva para PCR la
apmcién de una banda de 330 pb correspondiente

a kAD1'-ir de 1: cruzp6-1!.

Para el andlisis estadistico de los datos re uti hz6

el paquete esmdistico SPSS. La prueba utilizada par-do
evaluar los cambios fue Mc NenW" y Hshe.r para
:madizara ..Q()~dO D. El nivel ma).jmo de signi -ftcacién
se establOO6 ell 0,05.

Tabla 1. Antecedentes epidemioldgicos de 3i Ch8ga~cos {Ténicos procedentes de zonas rurales de la IV
Regioén tratados con alopurinol () itraconazol en coll(liciones de pre..terapia (afio 1992) y diez lIifios d~és
de ronduida la terapia {aflo 2002)

1992 2002



n % n .« ValorP
33

4
89,2 p>0,05
10,8

oz

7

30

18,9

81.1

0.0

100,0

P =0.0086
81.8

18.2

21p :-.0,05

83,8
16.2

30
7
18

48,6
13,5
2,7
29,7
5.4

3
12

8,1

32,4

2,7

48.6

8,1

P =0,00001
P =0,0086
P::-..0.05
P = 0,0086
P > 0,05
13

3

1"
2

Conoce las vinchuc38

No

Ex-isten en el domicilio actual

No

Ha9do pirndo por ,inchucas

8

No

Paredes habitaciones de la vivienda
Adobe

Cenlenriol 1dobee st\JCadoCOJlcemento
LOOridlo

Made111

Volcanita

TecOO de la "i..ien(hi

7jnc

Piz81Tefio

Q~h8

Madem

22

10

4

1
59,5



periodo, no se reportaron techos de qujncha (p
>0,05).

En la Tabla 2. se observan los resultados de la
evaluacion parasitolégica realizada en los mismos
pacientes encue.gtados, diez 8flos después de
concluida la terapia con alopw'inol o i traconazol.
Se detec16 la presencia de T. cruzi en 33 de los
37 ca.,;osm cuestados( 89,2%) al UtiliZBrX D, ~R
0 ambas técnicas en fonDa simultanea. Las
$ensibilid."lde.'03b tenidas para los dos métodos
fueron de137.8% (14,'37:j y 88.2% (19/34) para
XD y PCR respectivamente.

Tabla 2. Re&Ultadosd e XD y PCR obtenidos en 37
chagasicos ('rémcos prO{'edentes de zonas rorales

de la IV Rel.116ntr atados con itraronazol o

allopurinol en seguimient{) proJo~ado (diez afios
p~"1-terapia )~:

N XD PCR %

1

19
4

3

29.7

51,4

10,8

8,1

+ ++

+ ND

*P>005

DISCUSION

El ProgramB I-;jAcional del Control del VectO1"
de la enfermedad de Chagas en Chile, impub;jado
por el Ministerio de Salud, se inicia en el Servicio
de Salud Coquimbo en el at1o 1980, pennitiendo
mantener ba.|° control la presencia de 7: irifestans
en el g0% de las vivienda~ de areas endémicas,
con una reinfestacion promedio del3,4%3.19. El
PrOgram.3 Tntergubenlanlental del Cono Sur p3ra
la Eliminacion de la Transnrision Vectorial y
Transfusional de la Enfen11edad de Chagas4,
cOlisoJidé tales esfuerzos. El presente estudio,
realizado e11 zonas rurales de la I\r Region de
nuestro pafs, evidencia que un importante
porcentaje de paci entes en los cuales ~e ha
comprobado la infeccién por 7: C1"Ul.1c.o0, noce a
los n'iatominos y refiere haber sido picado por
ellos. Todos aquellos casos, que en la encuesta
aplicada en 1992 declararon infestacion
domiciliaria por triatomiDog, fueron estimulados

a realizar la denuncia colTespondiente para



concretar la in[el"Vencion del Programa sobre el
Arnbiel:lte. Tras este hecho, la totalidad de los
afectados, informa que se realizaron actividades
de investigacion triatomfnica. ataque y vigilancia,
logrando e1Ta.dicar al insecto f2I sus domi(..llios y
peridomicilios en un periodo no inferior a dos

afio8. Es asi como, en el aflo 2002, tal como se
observa ell la. Tabla 1, el 100% de los casos
reporta ausencia de 7: i1ifegtims en sus viviendas.
Con respecto a la informaciOn entregada por los
encuestados en relacion 3 la picadura de
triatominos, es posible que el 16,2% que
manifiestano haber tenido contacto con el vector,
y aun asi, estar infectados por 7: cruzi, se deba

a: transmision transplacentaria y transmision
vectorial que no fue percibida por el infectado

( edad, habitos nocturnos del tliatoilli110, picadur.1
indolora, ausencia de le..~ones( ,"Utanea"e, tc~).P or
otTa parte, es interessnte ob~rvar los cambios

que durante 13 década 1992- 2002, tuvo el material
de construccjon de muros y techos d.e las
viviendas de los paciente$ encuestados. En el afio
1992, un 48,6% de los casos \rivfa en casas de
adobe. Pore1 contrario, f2I e13ilo 2002, un 32,4%)
posee vjviendas con paredes de cemento o adobe
e.~tucado y un 48,6% paredes de madera. Tal
situacion se ha visto favorecida por politicas
habitaciouales desarrolladas para el area rural de
nue~tro pais, que bsn permitido importantes
avance..' en grupos humanos que presentaban
graves deficiencias dehabitabilidad (materialidad

o smleamienlo)20. El otorg3n1iento de subsidios
nu-ales pemlitid que dicho déticit disminu)'era al
9,9% en el afio 1998, en comparacion con el
16.7% infonnado para el afio 1990Z1J. unto aello,
la cobertura de viviendas rurales electrific..'idas

en la IV Region $cendié de un 54% a un 79%
entJ-e los aftos 1992 y 2002~.

Después de diez a1los post-terapiar:aflo 2002)
todos los pacientes mantienen la serologia
convencional positiva (:II'1 y RUSA) y en el

89,2% de los casos se evidencia mediante XD o
PCR o ambos. la persistencia de T. cruzi
circulante. La mayor sensibilidad de PCR en
comparacion con XD obtenid.1 en el presente
estudio. ya ha sido previ31llente reportada...23.
validando su uso como herran:lienta de ev aluacion
de eficacia quimioterapéutical7,)S:A. Al correlacionar
los resultados epidemioldgicos y

parasitolégicos, diez afios después de concluida

la tel"apia. es posible sostener, que la persistencia
de la paraj;i temia no esta directamente rel3cionada
con la ex"posicion a T- irifeatana intradomiciliario,
puesto que en comparacion con el afio 1992. las
condiciones favorables pal'a su desarrollo por

96
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ABSTRACT

A 11 years effect of itraconazole (ITRA) and allopurinol (ALLO) in the control of
parasitemia and correction or development of electrocardiographic abnormalities in 109
chronic chagasic patients is evaluated. In relation to the ECG, there are four groups: 1) 51
patients in the indeterminate period with normal ECG pre and post-therapy (N/N). 40
(78.4%) of them had positive parasitological tests: xenodiagnosis (XD) or polymerase chain
reaction in blood (PCRB) and in feces of Triatoma infestans applied to the same patients
(PCRF) or universal probe in blood (HYB) or in feces of triatomines (HYF). 2) 16 chagasic
cardiopaths who normalized the ECG (C/N). 14 (87,5%) had positive parasitological tests.
3) 24 patients with initial normal ECG, who 6-12 months later presented ECG alterations
(N/C). 17 (70.8%) had positive parasitological tests 4) 18 chagasic cardiopaths who
maintained so during the 11 year of follow up (C/C). 17 (94.4%) had positive
parasitological tests. HYB and HYF had a greater positive percentage that obtained with
PCRB and PCRF (p < 0.05). The results obtained with PCRF and XD were not statistically
different (p > 005) but both had less positivity results that obtained with HYB and HYF (p
< 0.05). In 21 cases (19.3%) no parasites could be founded, 13 (62.0%) of them had a
normal ECG, 7 of these received ITRA and 6 ALLO. This cases are “cured”, nevertheless
all of them had positive conventional serology. ITRA has less side effects then ALLO, and
has action on the parasite, for this reasons we believe that ITRA is the drug of choice to
treat chronic Chagas disease in adults.
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization there are 16 to 18 million individuals infected with
Trypanosoma cruziin Latin America (De Souza, 2002). More than half of these are in the Southern Cone
countries (Argentina, Brazil, Bolivia, Chile, Paraguay and Uruguay) where a major program is currently
underway to halt transmission through large scale vector control and screening of blood donors. Thanks to
this program Uruguay in 1997 and Chile in 1999 declare no vectorial transmission by Triatoma infestans (the
main vector of Chagas disease in these countries) (WHO,2000). Argentina and Brazil are very close to
achieve the interruption of vector transmission. In Brazil only 2 of 12 endemic states still have vectorial
transmission (WHO,2002). Previous investigations carried out by us in Chile indicate that there are
approximately 150.000 infected individuals. About 30% of them have some degree of cardiopathy and one in
every three of those with T. cruzi cardiopathy will probably require a pacemaker to survive (Arribada et
al.,1986; Prata,2000). There is now a consensus that all those who are infected with T.cruzi should be treated
unless they have reached the late, chronic phase of the infection (Pinto Dias,2003; Urbina & Docampo, 2003)
In spite of recent advances there is no drug that provides satisfactory treatment of chronic T.cruzi infections.
There are many drugs with activity against T.cruzi, but the only ones that can currently be given to humans on
the basis of ethical and clinical considerations are nifurtimox (Lampit ®, Bayer chemicals, Leverkusen,
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Germany) and benznidazole (Ragonil®, Roche, Basel Switzerland). Nifurtimox and benznidazole are used
successfully in the treatment of acute infections and complete clinical, parasitological and serologic rates are
achieved 60-80% of the cases (Cerisola, 1969; Cang¢ado,1999; Rodriguez Coura & De Castro, 2002). In
chronic cases, especially in children with recent chronic infection, high indexes of success has been obtained
with both drugs (Andrade et al., 1996; Sosa Stani et al., 1998). Nifurtimox and benznidazole have important
side effects in adults, and are avaible on a limited basis, which limited their use (Coura et al, 2002). For these
reasons it is important to have access to an efficient, safe, low cost drug. ALLO has been used in different
lenghs of time in various dosage to treat acute and chronic Chagas disease, with differents results (Gallerano
et al.,, 1990; Tomomori-Yamashita et al., 1997). ITRA, a synthetic midazole derivate, has shown good
efficacy in vivo and in vitro experiments, resulting in total cure in chronically infected mice (Mc Cabe et al.,
1986; Marr, 1990). This drug has been used in human for the last 25 years as an efficient antimicotic without
any severe side effect. For these reasons we decide to evaluate the long term effect of ITRA or ALLO in the
control of the parasitemia and the correction or development of electrocardiographic abnormalities in chronic
chagasic patients.
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SUBJECTS AND METHODS
Patients
A total of 109 chronic chagasic patients from endemic regions of Chile were selected from the initial group
that participated in a double-blind study to evaluate the efficacy of ITRA and ALLO (Apt et al., 1998). Of
them 54 were treated with ITRA and 55 with ALLO. After eleven years of follow up a complete
parasitological study by xenodiagnosis (XD), PCR in blood of the patients (PCRB) and in faeces of Triatoma
infestans applied to the some patients (PCRF), and hybridization assays with universal probes (HYB) were
performed. Patients were classified according to positive or negative results of the parasitological tests (XD,
PCRB, PCRF, HYB).
Therapy
ITRA (Laboratory Janssen, Belgium) was given as a single daily dose of 6 mg/Kg for 120 days. ALLO
(Laboratory Silesia and Laboratory Saval) was given as a single daily dose of 8.5 mg/kg for 60 days. The
drugs were administered as directly observed therapy (DOT). The study was approved by the Ethics
Committee of the Faculty of Medicine of the University of Chile, and informed consent was given by each
patient who participates in the study (Apt et al., 1998).
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Electrocardiographic evaluation

A 12 derivation electrocardiographic study were performed to all patients, following the double-blind
protocol redommended by the World Health Organization (Arribada et al.,1986). Under this protocol the
investigator analyzing the electrocardiogram traces (ECG) remains unaware of the patients xenodiagnosis,
PCRB, PCRF, HYB and HYF results, or subsequent treatment status. ECG was performed before treatment,
every four months during the first year and once a year in the last 10 years of follow up.

Xenodiagnosis

Was performed by technique described by Schenone et al., (1974). Each box used had 7 ninphs of third to
four instar of T. infestans free of infection. After application the boxes were maintained at 27°. One
examination of the feces of each insect was performed with a pool of 30, 60 and 90 days of incubation,
searching for trypomastigotes forms of T.cruzi.

Triatomine deyections

Where obtained from a pool of triatomine deyections fed with peripherical blood of the patients studied by
XD application and received in Diamond Media. The material was incubated at 98°C per 15 min and
centrifugated at 4000 rpm during 3 min. Finally, the obtained supernatant was frozen until its use.
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DNA extractions

Two ml of blood was mixed with the same volume of 6M guanidine
hydrochloride/ 0.2M EDTA solution, boiled for 15 min, and stored at 4°C.
DNA was extracted from 500 ul of the mixture using the phenol-chloroform
protocol and precipitated with ethanol as described by Wincker et al. (1994).
DNA was resuspended in 50 pl of water, chromatographed in a P10 filtration

microcolumn and stored at —20°C until use.

PCR

Triplicate assays were performed in the venous blood of the chagasic patients as the deyections of triatomines
of the xenodiagnosis studies, by the protocol described by Solari et al., (2001). One part of the extracted blood
was stored in guanidine EDTA buffer (2 ml) than boil during 15 minutes and stored at 4°C. Afterwards was
alicuoted in 800 pl volumens in duplicate for the extraction of DNA. Each sample was precipitated in a
solution of absolute ethanol (1 ml) and washed with 70% ethanol (1 ml). Then the blood pellet was submitted
to a digestion process in 500 pl of digestion Buffer (Tris 0.01 M, EDTA 0.005 M, SDS 0.5%) and proteinase
K (20 mg/ml) and incubated all night at 40°C. Afterwards each sample was submitted to a desproteinization
process in a phenol solution (250 ml) clorophorm-iso amilic alcohol (250 pl) in a proportion 1.1 (v/v),
followed by a centrifugation at 12000 rpm during 15 minutes at 4°C, recovering the supernatant, and repeating
this procedure twice. The recovered supernatant was mixed in a clorophorm solution-isoamilic alcohol (500
pl) and was centrifugated in the same
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condition. The final supernatant was mixed with 1/10 volume of amonium acetate 3 M and 2 volumes of cold
absolute ethanol, leaving all night at —20°C for the precipitation of the DNA. A pellet was obtained from the
precipitation, which was centrifugated in the described conditions and washed with 70% ethanol. Once the
process was finished the pellet was dried at 4°C, resuspended in 50 pl steril destilated water and then purified
with Sephadex G-25 columns, and used as matrix for the PCR reaction.

Electrophoretic analysis of PCR products

PCR products were fractionated by electrophoresis in 2% agarose gels, stained
with ethidium bromide and visualized under an ultraviolet light. Amplified
DNA was then transferred to a nylon membrane, denatured and cross-linked
by UV irradiation. The membranes were prehybridizated in 6 x SSC and 1
mM EDTA, pH 7.4, 5 x Denhardt’s solution, 0.5% sodium dodecyl sulfate
(SDS), 20 pg/ml denatured salmon-sperm DNA at 65°C and hybridized
overnight in the same solution with the labeled probe. Washing was carried
out in 0.1x SSC. Hybridization was performed using total KDNA from T. cruzi

32
labeled with P. The membranes were autoradiographed for 2 to 24 h (Solari

et al., 2001). All tests were performed in duplicate.

Hybridization with universal radioactive probe

It was performed according the protocol described by Solari et al. (2001). The membranes with the transferred
DNA, were hybridizated with universal radioactive
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probes. The membrane was prehybridizated with 20 ml of a prehybridized solution (SSC5 x blocker reactive
0.5% p/v lauril sarcocinate of sodium 0.1% SDS 0.002% p/v) in hybridization flasks at 68°C per 2 hours, in

hybridization chamber. Then part of the prehybridizated solutlon was discharged, leaving 5 ml of this in the

flask, to which the desnaturated probe of kKDNA markel with P was added. The membranes were incubated
all night at 68°C in a rotatory hybridization oven. Afterwords the samples were washed twice during 30
minute at 68°C, in the same flasks were had been hybridizated, with 100 ml of hibridization solution SSC 0.1
x SDS 0.1%. Finally the membranes were plastified and exposed to autoradiography films or plaques
exposition in the Personal Molecular Phospo Image for variable periods, depending of the detected
radioactivity when the hybridization process has concluded.

Detection of the hybridization signal

After the exposition of the hybridization membranes with universal probe, the radiographic film were
revealed in a dark chamber sumerging them in a reveals solution per 5 minutes, continued with a washing
with destilate water and finally submerged in a fixation solution for 5 minutes, drying at room temperature.
The membranes exposed in plates in the Personal Molecular Imager FX BIO-RAD, were scanneated by the
Personal Programm FX to detect the markering signal. For both systems of detection of the signal of
hybridization, were considered positive the hybridization signals with intensity on the background of the film
or radiographic plate.
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Positivity chriteria
We considered as positive status, if one or more of the parasitological tests was positive.

Statistic analyses
The XD, PCRB, PCRF and hybridization results were analysed by difference of proportions, and chi square.
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RESULTS
In relation to the results of the electrocardiographic tracings there are 4 groups of cases (Table 1). 51 patients
with chronic Chagas disease in the indeterminate period, with normal electrocardiogram pre and post-therapy
(N/N) belonged to group 1, their average age was 32.9 years; from them 40 (78.4%) had positive
parasitological tests. Group 2 is formed of 16 patients with alterated ECG at the beginning of the trial,
chagasic cardiopaths with an average age of 33.9 years. 14 (87.5%) had positive parasitological tests. All of
them normalized the ECG (C/N). 24 patients constituted group 3 with initial normal ECG, for this reason they
were considered as control group, but between 6-12 months later, they presented ECG alterations, which due
to ethical consideration obliged us to integrate them aleatory in one of the therapy groups (N/C). Their
average age was 40.5 years. 17(70.8%) had positive parasitological tests. Group 4 is formed of 18 chagasic
cardiopaths with alterated tracings from the beginning which maintained so during the 11 years of follow up
(C/C). The average age of this group was 35.9 years. 17(94.4%) of them had positive parasitological tests.
There were no significative statistical differences in the positive parasitological results between the groups (p
> 005).
In Table 2, we observed the results of the different parasitological tests after 11 years of treatment with ITRA
or ALLO. 43 patients had positive XD (39.4%). 71 patients had positive PCRB (65.1%), 74 (67.9%) HYB, 47
PCRF (43.1%) and 54
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(49.5%) HYF. Nevertheless that in 29, 20 and 51 cases, the last three assays were not performed.

In Tables 3, 4 and 5, we can observe the electrocardiographical tracings of the Groups 2 (N/C), 3 (N/C) and 4
(C/O).

The post therapy results showed that HYB and HYF had a greater positive percentaje that obtained with
PCRB and PCRF (p < 005). The results obtained with PCRF and XD were not statistically differentt (p >
0.05), but both had less positivity results that obtained with HYB and HYF (p < 0.05). Finally XD has less
positive percentage that obtained with PCRB (p < 0.05).

When the positive parasitological results are analyzed in relation to the different
electrocardiographic groups the following can be obtained: In group N/N the same
parasitological results as in a normal group (already mentionated) are obtained. In group
C/N there are not parasitological differences. In group N/C there are not statistically
differences in the results of XD, PCRB and PCRF. This group maintain a lower percentage
of positivity that obtained with HYB and HYF (p < 0.05). This situation is maintained in
group C/C.
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DISCUSSION

In our previous investigations we demonstrated that in a control group with
the chronic indeterminate period of the disease, after 4 years, 10% of the
infected persons developed Chagas cardiopathy (Arribada et al., 1989). In the
Group 1 (N/N) followed during 11 years this was not observed, suggesting
that ITRA and ALLO could have stop the natural evolution of the disease
(Tables 1 and 2). Also in this group no mortality attributed to Chagas disease
was observed. In group 2 (C/N) the results could be due to the effect of the
therapy on an initial cardiopathy with minor electrocardiographic alterations
(Table 3). The electrocardiographic tracings changed from normal to alterated
in all the patients of group 3 (N/C) and this condition didn"t modify during the
11 years of follow up. The cardiopathy could be considered as recent due that
the alterations were minors. There are not A-V, neither bifascicular blocks.
This percentage of cardiopathies correspond to what we expected according to
the time of evolution (11 years) of the initial indeterminate group (Table 4).
The group 4 (C/C) had the mayor heart alterations which persist in time with
minimal modifications. In this group one atrial arrhythmia, two incomplete
right bundle branch blocks, one A-V block of 2 degree, and one auricular
fibrillation associate to an incomplete right bundle branch blocks disappear.
One case with initial prolonged QTC interval normalized the ECG, and two
bifascicular blocks changed to monofascicular blocks (Table 5).

There are new drugs against T. cruzi with good compliance in vitro and in
experiments with mice, such as triazole derivates (posaconazole), inhibitors of
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cruzipain the major protease of T. cruzi, active squalene synthase inhibitors
and bisphosphonate risedronate (Ris) which inhibits the pyrophosphate
synthase of the parasites (Urbina & Docampo, 2003; Garzoni et al., 2004;
Urbina et al., 2004).

Up to day, none of this drugs as been used in humans, to know its efficiency
and side effects. In relation to treat patients with chronic Chagas disease it will
take at least 10-20 years to probe if one of this drugs is useful and safe.

Up to day, there is consensus to treat Chagas disease in all its periods,
including the initial and intermediate chronic phase, due to the fact that
parasites can be detected in this period. Based on this reason, we used five
differents parasitological tests including PCR performed in the feces of
triatomines applied to the same patients. As fare as we know there aren’t
investigations which relationated PCR in blood wich PCR in feces of
triatomines in therapeutic surveys. The purpose of this, is to enhance the
detection of KDNA of the parasite.

In 21 cases (19.3%), no parasites could be found with the five parasitological
tests used. 13 of them (62%), maintain a normal ECG; 7 of these patients
received ITRA and 6 ALLO. This cases, probably are “cured”. Nevertheless,
all of them had positive conventional serology (IF, ELISA). There are
different hypothesis to explain “cure” (no parasite can be detected) and
persistence of conventional serology in chronic Chagas patients (Ahmed &
Gray, 1996) or common antigens between T.cruzi and normal flora of the gut.
This inespecific antibodies can be avoid using recombinant antigens of T.
cruzi (Gazzinelli et al., 1993). In this investigation, we didn’t applicated this
kind of antigens.
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From the 54 (49.5%) cases with T.cruzi and normal ECG, 21 received ITRA
and 33 ALLO. In Group 1 (N/N) and the Group 2 (C/N), the ECG maintained
normal or changed to normal, respectively, nevertheless, that 78.4% and
87.5% had positive parasitological tests, in other words, they improve inspite
the parasitemia. This results are different that observed by Basquiera et al.,
(2003), who found an association between the presence of DNA of T. cruzi
(PCR) in blood and cardiac damage. With specific probes we could know the
different strains involved in the ECG alterations. We are performing such
study. Ornelas Toledo et al. (2003)., observed that T. cruzi I or zymodeme 1
are resistant to benznidazole and ITRA and T. cruzi II or zymodeme 2 are
susceptible to ITRA in acute and in chronic infections in mice. Zymodeme 2 is
the most frequent zymodeme observed in the domestic cycle of T. cruzi in
Chile (Apt et al., 1997).

The presence of 70.8% Group 3 (N/C) and 94.4% Group 4 (C/C) of parasites,
is other fact in favour of the none relation between cardiopathy and
parasitemia.

The results of Table 2, confirmed that the universal probes are more sensitive
than PCR and PCR is more sensitive than XD. It is important to perform all
this tests because there are complementary, vgs. in 3 cases, PCRF was the
only positive test in this survey.

In relation to the drugs ITRA has less side effects than ALLO (Apt et al 1998)
and has liveliness against T. cruzi (II, zymodeme 2), preventing and regressing
the ECG alterations (Apt et al., 2003). For this reasons we believe that ITRA
is the drug of choice to treat chronic Chagas disease in adults.
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2
RESUMEN

Antecedentes: Actualmente, la evaluacion del tratamiento de la enfermedad

de Chagas cronica es principalmente parasitologico. Las IgG anti-Trypanosoma
cruzi se mantienen positivas practicamente toda la vida y el trazado
electrocardiografico no es habitualmente utilizado como criterio clinico de mejoria.
Objetivo: Determinar, en seguimiento prolongado, si la persistencia del parasito en
chagasicos cronicos tratados, se asocia con la evolucidén electrocardiografica.
Pacientes y Métodos: 30 chagasicos cronicos que participaron de un ensayo clinico
randomizado con itraconazol o alopurinol, bajo consentimiento informado y
consideraciones ¢ticas. Fueron clasificados segin positividad (Grupo I) o

negatividad (Grupo II) del xenodiagnostico, PCR en sangre periférica e hibridacion,



aplicados siete afios post-terapia. Anualmente, se realiz6 electrocardiograma (ECQG)
de 12 derivaciones, a doble ciego e interpretado seglin criterios establecidos.
Resultados: El Grupo I, lo conformaron 17 chagasicos, 10 con ECG normal y 7 con
ECG alterado y el Grupo II 13 pacientes, 8 con ECG normal y 5 con ECG alterado.
Independiente de la condicion parasitoldgica, se obtuvo porcentajes de 90% y 88%
de prevencion, 58% y 50% de regresion y 10% y 13% de progresion para los
Grupos 1 y II, respectivamente (p>0.05). Conclusién: La persistencia de T. cruzi en
chagasicos cronicos tratados, es independiente de la evolucion electrocardiografica
en seguimiento prolongado. Los efectos benéficos de los farmacos (regresion o
prevencion de anormalidades electrocardiograficas), podrian ser parametros a

considerar como criterios de eficacia quimioterapéutica.

Palabras claves: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR),
electrocardiograma (ECG).
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, cuyo agente etiologico es Trypanosoma cruzi, constituye una importante
causa de falla cardiaca. Cerca del 30% de los individuos infectados desarrollan cardiopatia chagasica cronica,
la forma mas severa de la enfermedadi,2. En las fases mas incipientes, las tinicas formas de expresion de dafio
miocardico pueden ser alteraciones discretas e inespecificas del ECG. Posteriormente, el dafio se manifiesta
como un sindrome que incluye insuficiencia cardiaca, arritmias ventriculares graves y tromboembolismo
pulmonar y sistémico3. Trabajos previos realizados en Chile, indican que aproximadamente el 30% de los
individuos infectados por T. cruzi presentan algiin grado de cardiopatia y de ellos, se estima que un tercio
necesita marcapasos para sobrevivirs,s.

La patogénesis de la enfermedad de Chagas atn no ha sido establecidas,7. La falta de correlacion
entre la visualizacion microscopica del parasito y los intensos infiltrados de células mononucleares
inflamatorias ricas en células T en tejidos afectados durante la fase cronica de la enfermedad de Chagas ha
llevado a la formulacion de la hipotesis autoinmunes,9. Sin embargo, el rol patogénico directo del parasito ha
generado fuerte apoyo posterior a la aplicacion de nuevas técnicas inmunohistoquimicas y moleculares, las
que han evidenciado una estrecha correlacion entre la presencia del parasito y las lesiones tisulares7,10.

La mayor sensibilidad para detectar T. cruzi de técnicas como Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) o hibridacion (HIB), en relacion a métodos parasitolégicos convencionales como el xenodiagnostico
(XD) o hemocultivo, las confirman como herramientas de eleccion en evaluaciones de eficacia
quimioterapéuticall-13.

Por otra parte, el trazado electrocardiografico como criterio clinico de curacion, ha sido desestimado
por muchos investigadores, debido probablemente al lento desarrollo de las lesiones cardiacas. Establecer



algtin tipo de correlacion clinico-parasitoldgica, requiere de seguimientos post-terapia muy prolongados. Bajo
estas condiciones, recientemente se ha reportado que itraconazol (ITRA) y alopurinol (ALO) tendrian efectos
clinicos benéficos en la regresion de anormalidades electrocardiograficas, mas atn, ITRA parece tener un
efecto protector contra el
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desarrollo de nuevas alteraciones electrocardiograficas en los chagéasicos cronicos tratadosi4.

El objetivo de este estudio es determinar, retrospectivamente, si la condicion parasitologica de
chagasicos cronicos tratados en seguimiento prolongado, establecida mediante XD, PCR e HIB, se asocia con
la evoluciodn (regresion o prevencion) de las anormalidades electrocardiograficas.

MATERIAL Y METODO
Pacientes: 30 chagasicos cronicos, 16 hombres y 14 mujeres, con edad promedio 33,2 afios (rango 10 a 50),
procedentes de areas de la IV Region bajo control anti-Triatoma infestansis. Formaron parte de un ensayo
clinico randomizado que evalud eficacia y tolerancia de ITRA y ALO16. Se agruparon de acuerdo a la
positividad (Grupo I) o negatividad (Grupo II) de XD, PCR e HIB, aplicados en un periodo promedio de 84.1
meses post-terapia. 17 y 13 chagésicos cronicos conformaron ambos grupos, respectivamente (Tabla I).
Protocolo de tratamiento: ITRA (Laboratorio Janssen, Bélgica) fue recibido por 15 chagésicos en dosis unica
de 6 mg/Kg por 120 dias. Los otros 15 participantes recibieron ALO (Laboratorio Silesia y Laboratorio Saval)
en dosis tnica de 8.5 mg/Kg por 60 dias. El protocolo de tratamiento fue aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y cont6 con el informe de consentimiento de todos los
individuos que participaron en el estudio. Los farmacos fueron administrados por terapia directamente
observada y la tolerancia para ambos farmacos fue considerada satisfactorias.
Evaluacién electrocardiografica: A todos los chagésicos en estudio, se les realizd evaluacion
electrocardiografica antes del tratamiento, cada cuatro meses durante el primer afio post-terapia y un control
anual durante el periodo de seguimientos,14. Cada trazado fue codificado (segiin plantilla AP-P-PR-RR-RS-
QT-QTC-AQRS-AT-ATH-rV1-SV1-RV5-Sokolow) e interpretado a doble ciego por cardidlogo especialista,
segun criterios establecidos para la cardiopatia chagasica cronical7,18. Previamente se describe
5
la evolucion natural de la cardiopatia chagasica cronica (control historico) en individuos no tratados, cuya
procedencia y edad es semejante a los individuos de este estudio19. Los criterios de exclusion de pacientes
que participaron en el ensayo clinico con ITRA o ALO y cuyas cardiopatias no fueron atribuibles a
enfermedad de Chagas, estan previamente reportados 14.
Xenodiagnostico: Se aplicaron en condiciones de post-terapia y seglin técnica descrita20, 4 cajas por paciente,
cada una de las cuales contenia 7 ninfas de tercer o cuarto estadio de Triatoma infestans. Luego de su
aplicacion, las cajas fueron mantenidas a 27°C realizando examen microscopico de deyecciones de cada
insecto a los 30, 60 y 90 dias de incubacion en busqueda de las formas tripomastigotas de T. cruzi.

Muestra de sangre para PCR: A cada paciente en condiciones de post-
terapia, se le extrajo 5 ml de sangre venosa, mezclada con igual volumen
de una solucion de Guanidina-HCI 6M y EDTA 0.2 M (preservante y
anticoagulante, respectivamente) e incubada a 98°C por 15 min para
favorecer el desencadenamiento de la red de minicirculos de T. cruzi. Las
muestras de sangre fueron tomadas en paralelo a la aplicacion del XD y
conservadas a 4°C hasta la extraccion de ADN Kinetoplastidico.

PCR

Los ensayos, fueron realizados segin protocolo descritoii. Brevemente, la extraccion de
ADN se realiz6 a partir de 500 ul del lisado utilizando fenol-cloroformo y precipitacién con
etanol. EI ADN resuspendido en 50 pl de agua bidestilada fue cromatografiado en
microcolumna P10 y mantenido a —20°C hasta su uso. 5 pl del ADN extraido fueron
amplificados en un volumen final de 50 pl, conteniendo 0.26 mM de cada dNTP, 200 ng de
los primers especificos (121 y 122), 2.5 U de Taq polimerasa y 5 pl de buffer 10x. La



amplificacion se llevo a cabo en termociclador PTC-100 (MJ Research) y consistioé en dos
ciclos de 98°C por 2 min, 33 ciclos a 94°C por 1 min y 64°C por 1 min y una incubacion
final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel
de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta. Un
producto de 330 pb representd un ensayo positivo. Todas las reacciones fueron realizadas
en triplicado y en cada una de ellas se incluy6 un control
6

negativo (ADN individuo no chagasico), un control positivo (kADN-T. cruzi de individuo
chagdasico) y un tubo sin ADN. Paralelamente, en todos los casos, un control externo de las
reacciones de PCR se realizé en el Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias de la
Universidad de Granada, Espafia, utilizando esencialmente el mismo protocolo, a diferencia
de la procedencia de primers y reactivos. Todas las muestras incluidas en el presente
estudio, fueron positivas o negativas para PCR en ambos laboratorios.

Hibridacion: Los ensayos se realizaron en duplicado segun protocolo
descritoi. EI ADN amplificado fue transferido a membrana de nylon,
denaturado y expuesto a luz ultravioleta. La membranas fueron pre-
hibridadas (SSC 5x, reactivo bloqueador 0.5% p/v, lauril sarcocinato de
sodio 0.1% SDS 0.002% p/v) a 68°C por 2 horas, e hibridadas durante
toda la noche a 68°C en la misma solucién conteniendo KADN total de T.
cruzi marcado con Ps2. Posteriormente, las membranas fueron expuestas a
autoradiografia entre 2 a 48 hrs y reveladas para su analisis. Se considero
positiva una sefial de HIB con intensidad sobre el background de la
pelicula autoradiografica.

Analisis Estadistico: Se utilizaron pruebas de chi cuadrado, Fisher y diferencias de porcentajes (prueba Z). Se
consider6 un error maximo aceptable de 0.05.

7

RESULTADOS
Como se ha descrito previamente, el criterio de inclusidon de pacientes, fue la
positividad (Grupo I) o negatividad (Grupo II) de XD, PCR e HIB.
En la Tabla I se observa que al inicio del tratamiento, el 59% de los pacientes
del Grupo I tenia un ECG normal (10 de 17), en comparacién con el 62% del
Grupo II (8 de 13). (p>0.05). Seis afios después del tratamiento, el porcentaje
de pacientes con ECG normal fue del 76% (13 de 17) en el Grupo [y del 77%
(10 de 13) en el Grupo II (p>0.05). De los chagésicos con ECG normal antes
del tratamiento, s6lo uno del Grupo I (10%) y uno del Grupo II (13%)
alteraron su ECG.
Por otra parte, el 58% (4 de 7) de los chagasicos del Grupo I que tenian ECG
alterado antes del tratamiento, evidenciaron regresion de las alteraciones
electrocardiograficas en comparacion con el 60% (3 de 5) del Grupo 11.
En relacion a los cambios benéficos globales, el 59% (7 de 12 casos) de los
chagasicos con ECG alterado antes del tratamiento, revirtieron su ECG a un



trazado normal, en comparacion con el 12% (2 de 18 casos) que progreso a un
ECG alterado (p<0.0029). En la Tabla II se detallan las alteraciones
especificas del trazado electrocardiografico observadas en 14 chagasicos
cronicos antes y/o 7 afnos después de concluida la quimioterapia con ITRA o
ALO. Las reversiones de ECG alterado a normal, se produjeron en todos los
casos antes del afio de concluida la terapia. Por el contrario, la aparicion de las
alteraciones electrocardiograficas descritas en los 14 casos, se registraron
dentro de los tres primeros afios post-tratamiento y se han mantenido en el
periodo de seguimientois. No se registré mortalidad en el grupo de pacientes

evaluados en el presente estudio.
8
Tabla |
Evolucion del trazado electrocardiografico en chagasicos cronicos
con XD, PCR e HIB positivo (Grupo I) o negativo (Grupo II), siete afios post-terapia

Pre-Terapia Pre-Post-Terapia Post-Terapia
N* A** N-N A-A N-A A-N N A
N n % n % n % n % n % n % n % n %
Grupol 17 10 59 7 41 9 9 3 43 1 10 4 58 13 76 4 24
Grupoll 13 8 62 5 38 7 8 2 40 1 13 3 60 10 77 3 23
Total 30 18 60 12 40 16 8 5 42 2 12 7 59 23 77 7 23

* N: ECG normal
** A: ECG alterado
9

Tabla Il
Sexo, edad y alteraciones electrocardiograficas especificas pre y/o post-terapia
observadas en 14* chagasicos cronicos tratados con ITRA o ALO
evaluados en seguimiento prolongado (siete afos)



Sexo Edad** ECG Droga ECG Grupo n
Pre-Terapia Post-Terapia

M 50 N ITRA I1SQv I 1
M 32 N ALLO EXT VENT-: IT 1
F 10,24,20 QTP4 ALLO (3) N LLIT 3
M 47 BIRDe ALLO N II 1
M 13 HBAI: ITRA N IT 1
F 23 RIT NODg ALLO N 1
M 31 HBAI+BIRDn ITRA N 1
F 44 HBAI ITRA HBAI I 1
M 31 HBAI+BCRD: ITRA HBAI I 1
F 44 HBAI+BAYV; ALLO HBAI IT 1
F 49 HBAIF+ISQx ITRA HBAI+ISQ IT 1
F 47 HBAI+ISQ  ITRA  HBAIHISQ+QT: 1 1

aECG normal

vlsquemia

cExtrasistole ventricular

dQT prolongado

<Bloqueo incompleto de rama derecha
fHemibloqueo anterior izquierdo
¢Ritmo nodal
nHemibloqueo anterior izquierdo + Bloqueo incompleto rama derecha
iHemibloqueo anterior izquierdo + Bloqueo completo rama derecha
jHemibloqueo anterior izquierdo + Bloqueo auriculo ventricular
kHemibloqueo anterior izquierdo + Isquemia
iHemibloqueo anterior izquierdo + Isquemia + QT prolongado
* 16 pacientes con ECG normal pre y post-terapia
** Al inicio de la terapia
10
DISCUSION

La demostracion permanente de T. cruzi en individuos chagasicos cronicos, revela la importancia de
la enfermedad de Chagas en el continente latinoamericano y mantiene abierta la discusion acerca de la
eficacia y tolerancia de las drogas utilizadas hasta hoy en el tratamiento etiologico de esta etapa de la afeccion
22,23.

Existe consenso que la enfermedad de Chagas debe ser tratada en cualquiera de sus periodos,
exceptuando los casos cronicos terminales24. No obstante, la evaluacion de eficacia del tratamiento en la etapa
cronica, aun constituye una problematica dificil de abordar. Si bien el desarrollo vertiginoso de la biologia
molecular ha permitido aumentar en forma considerable la sensibilidad de deteccion de T. cruzi en pacientes
tratados25,26, algunos autores estiman que la cura parasitologica no es viable de ser confirmada, aiin con
pruebas parasitologicas persistentemente negativas en seguimientos prolongados23,27. Los estudios sobre
evolucion clinica en chagésicos cronicos tratados son controversiales y sin resultados concluyentes, siendo
incluso descartado por algunos autores27, debido probablemente a la necesidad de realizar seguimientos muy
prolongados y a lo incierto de la patogénesis de la enfermedad23,28. Se ha sugerido también considerar como
criterio de cura, periodos prolongados de negativizacion o disminucién de titulos anti-T. cruzi determinados
por técnicas serologicas convencionales29,30 y desaparicion de anticuerpos contra formas tripomastigotas
vivas de T. cruzi detectados mediante ensayos de lisis mediada por complemento dependiente de
anticuerposi2 o citometria de flujo31.



En el presente estudio, se correlaciona la evolucion electrocardiografica (regresion y prevencion de
anormalidades) en chagasicos cronicos tratados con ITRA o ALO y la condicidon parasitologica, sicte afios
post- terapia. La conclusion mas relevante, es que los efectos beneficiosos (prevencion y regresion) de estos
farmacos sobre la evolucion del trazado electrocardiografico, parecen ser independientes de la condicion
parasitologica. El 58% y 60% de reversion (ECG A/N) y el 90% y 88% de prevencion (ECG N/N) observadas
en los Grupos I y II, respectivamente, no constituyen diferencias estadisticamente significativas, al comparar
con el 12% global de progresion (ECG N/A). Los rangos de reversion de las alteraciones electrocardiograficas
(ECG
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A/N) fueron mucho mayores que el 8.1% observado en el control historico19. Al término del periodo
de seguimiento, un 76% y un 77% de los pacientes de los grupos I y II, mantienen su ECG normal.

Nuestros resultados son concordantes a los obtenidos por Viotti y cols, que
observan en individuos tratados con Benznidazol y evaluados durante 8 afios post-
terapia, una marcada reduccion en el desarrollo de alteraciones electrocardiograficas
y una menor frecuencia del deterioro de la condiciéon clinica, a pesar de la
persistencia de las pruebas parasitoldgicas positivas2s. En chagasicos no tratados,
diversos estudios determinan que la parasitemia no se asocia a la evoluciéon o
condicién clinica de los individuos chagésicos32-34, mientras que otros autores,
establecen una estrecha correlacion entre la persistencia de T. cruzi y la progresion
de la enfermedads2,35,36.

Segura y Andrade, han verificado que Benznidazol interrumpe la progresion
de lesiones inflamatorias en ratones y animales cronicamente infectados con T.
cruzizzzs. Arribada y cols, estiman que cuando las anormalidades
electrocardiograficas son iniciales, es posible la regresion. Conversiones de
alteraciones menores tales como QT prolongado y bloqueo auriculo-ventricular de
1° y 2° grado, pueden ser observadas incluso, en ausencia de tratamiento. La
intervencion quimioterapéutica puede causar asi, reversion de anormalidades mas
severas, tales como bloqueos fasciculares y bifasciculares, modificando la historia

natural de la enfermedads. En el presente estudio, las alteraciones que retornaron a



la normalidad, sugieren que eran de corta evolucidon, pues revirtieron en los
primeros afios de tratamiento.

El patron inmunogenético del hospedero y la demostrada heterogeneidad de las
poblaciones circulantes de T. cruzi, podrian ser factores que den cuenta de la independencia
observada entre evolucion clinica y parasitemia. Murta y cols, describen mayor
susceptibilidad a Benznidazol y Nifurtimox en cepas de T. cruzi de perfil heterocigoto
(zimodema B), predominante en areas geograficas donde el tratamiento ha sido reportado
como mas exitoso39. Toledo y cols, evidencian una fuerte correlacion entre la divergencia
filogenética de T. cruzi y su susceptibilidad a drogas in vivo. Aislados de genotipos 19 y 20
(T. cruzi 1) fueron altamente resistente a ambas drogas, mientras que los genotipos 39 y 32
(T. cruzi 1) fueron parcialmente resistentes, a pesar de la susceptibilidad de ITRA durante
la fase crénica de la infecciondo.

12

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir, que la evaluacion de eficacia

quimioterapéutica en la enfermedad de Chagas cronica podria considerar, ademas de
los criterios parasitologicos, los efectos benéficos de los farmacos sobre la regresion
o prevencion de anormalidades electrocardiograficas. EI establecimiento de
indicadores predictivos de una respuesta terapéutica eficaz, nos permitira disminuir
el 1impacto de progresion de la enfermedad de Chagas cronica.
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	76***
	 
	4
	 
	24
	Grupo II
	13
	8
	62****
	5
	38
	7
	88
	2
	40
	1
	13
	3
	60
	10
	77****
	3
	23
	Total
	30
	18
	60
	12
	40
	16
	89
	5
	42
	2
	12
	7
	59
	23
	77
	7
	23 
	 
	* N: ECG normal 
	Tabla 3 
	Comparación de la mejoría del ECG inicial con la alteración del ECG 
	al finalizar el estudio en 30 chagásicos crónicos. Siete años post-terapia 
	ECG final (Post-Terapia)
	ECG inicial (Pre-Terapia)
	Alterado
	Normal
	Total
	Nº
	%
	Nº
	%
	N
	 
	Alterado
	 
	5
	 
	42
	 
	7
	 
	58*
	 
	12
	Normal
	2
	11*
	16
	89
	18
	 
	* p < 0.05 
	Tabla 4 
	 
	 
	Sexo
	 
	 
	Edad*
	 
	ECG ** 
	Pre-Terapia
	 
	ECG ** 
	Post-Terapia 
	 
	 
	Grupo
	 
	 
	N
	 
	M
	 
	 
	Na
	 
	 
	ISQb
	 
	I
	 
	1
	M
	32
	N
	Alo
	EXT VENTc
	II
	1
	F
	10,24,20
	QTPd
	Alo (3)
	N
	I, I, II
	3
	M
	47
	BIRDe
	Alo
	N
	II
	1
	M
	13
	HBAIf
	Itra
	N
	II
	1
	F
	23
	RIT NODg
	Alo
	N
	I
	1
	M
	31
	HBAI+BIRDh
	Itra
	N
	I
	1
	F
	44
	HBAI
	Itra
	HBAI
	I
	1
	M
	31
	HBAI+BCRDi
	Itra
	HBAI
	I
	1
	F
	44
	HBAI+BAVj
	Alo
	HBAI
	II
	1
	F
	49
	HBAI+ISQk
	Itra
	HBAI+ISQ
	II
	1
	F
	47
	HBAI+ISQ
	Itra
	HBAI+ISQ+QTl
	I
	1 
	 
	  
	** p > 0.05 
	Tabla 5 
	Tabla 6 
	Tabla 7 
	Figura 5 
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	N 
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