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I. INTRODUCCION

I.1. Etiologia de la enfermedad de Chagas

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

T. cruzi infecta animales tanto vertebrados como invertebrados durante estadios
definidos de su ciclo de vida (Rassi et al., 2010).

Se han descrito las siguientes formas de transmision de la enfermedad de Chagas:
vectorial, congénita, transfusional, donacidon de 6rganos y oral.

1.2. Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es endémica en América Latina, afectando a areas rurales
de gran pobreza. En la actualidad, se calcula que aproximadamente 100 millones de
personas estan expuestas a la infeccion por 7. cruzi (Coura, 2007). A principios de la
década de los 90, se estim6 una poblacion de 16-18 millones de individuos infectados,
aunque esta cifra disminuy6 a 11 millones en el afio 2001 (Guzman-Brancho, 2001) y mas
recientemente a 8§ millones de pacientes infectados (OMS, 2005), de los cuales entre un 20-
30% desarrollaran sintomatologia. Actualmente, la incidencia en areas en las que la
enfermedad es endémica es de 200.000 nuevos casos al afio aproximadamente,
representando la tercera infeccion parasitaria mas frecuente a nivel mundial, después de la
malaria y la esquistosomiasis (OMS, 2005).

1.3. Patogenia de 1a enfermedad de Chagas

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

1.3.1. Aguda

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

1.3.2. Cronica

Las manifestaciones agudas de la infeccion por 7. cruzi desaparecen de forma
espontanea en casi todos los enfermos, dando paso a la fase indeterminada o asintomatica
cronica de la enfermedad. Entre un 30 y un 40% de las personas infectadas evolucionan a
formas sintomaticas durante la fase cronica. Las manifestaciones clinicas pueden ser de
diferente gravedad, afectando a diferentes organos, principalmente corazén y aparato
digestivo.

1.4. Diagnostico de la enfermedad de Chagas

En la infeccion por 7. cruzi, el diagnostico de la enfermedad se apoya en datos
epidemiologicos, clinicos y de laboratorio (Ferreira et al., 1996). La informacioén clinica es
util en pacientes con sintomatologia mientras que en pacientes en fase cronica
indeterminada, la epidemiologia y los resultados de la pruebas de laboratorio son las
herramientas fundamentales en el diagndstico.

La técnica de laboratorio empleada para el diagndstico de la enfermedad de Chagas
depende de la fase clinica en la que se encuentre el paciente (Luquetti et al., 2000; Apt et
al., 2008). En fase aguda, se aplican examenes parasitologicos directos, pues la parasitemia
es elevada en esta fase de la enfermedad. Cuando se trata de diagnosticar un individuo con
enfermedad de Chagas cronica, en el que la parasitemia circulante es baja, intermitente o
nula, el diagndstico de la infeccion se basa, fundamentalmente, en la determinacién de
anticuerpos especificos frente a antigenos de 7. cruzi.

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas en fase crdnica indeterminada es
importante para iniciar el tratamiento del paciente y evitar la transmision de la enfermedad
a través de hemo-derivados y transplante de érganos (Schmunis 1991, 2007).

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

1.6. Prevencion de la enfermedad de Chagas

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

I1. OBJETIVOS

El objetivo principal de este TFM fue la evaluacion de la PCR y de la serologia
convencional, como técnicas de monitorizacion de la respuesta terapéutica al benznidazol
en pacientes con enfermedad de Chagas cronica atendidos en la Unidad Regional de
Medicina Tropical de Murcia. Este objetivo global se concreta en los siguientes objetivos
parciales:

1) Evaluar la utilidad de la PCR en la monitorizacion prospectiva de la respuesta al
tratamiento con benznidazol en pacientes chagésicos cronicos.

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

III. MATERIALES Y METODOS

ITI.1. Manipulacion del ADN
IT1.1.1. Aislamiento del ADN en sangre total periférica

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

Para la extraccion de ADN del parasito se utilizo el kit Maxwell 16 Blood DNA
Purification (Promega Biotech Iberica) basado en la extraccion de éacidos nucleicos
mediante la utilizacién de particulas magnéticas. Se partié de un volumen de 400 pL de la
muestra, previamente procesada como se ha descrito anteriormente. La elucion se realizéd en
un volumen final de 200 pL, siguiendo las instrucciones del fabricante. La extraccion de
ADN se realiz6 por duplicado en cada muestra.

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

I11.5.2. Amplificacion de ADN por PCR

Para la deteccion del ADN del kinetoplasto de 7. cruzi se utilizaron los
oligonucle6tidos 121 (5'-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3") y 122 (5'-
GTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3'), que amplifican la regiéon de 330 pares de
bases (pb) del ADN del minicirculo del kinetoplasto. La PCR se llevd a cabo mediante el
procedimiento descrito por Murcia et a/ (2010).

La reaccion de amplificacion de ADN se llevd a cabo en un volumen final de 75 pL
que contenia una concentracion 10 mM de mezcla de ANTP (Applied Biosystems), 200 ng
de cada oligonucleo6tido 121 y 122 (Sigma-Aldrich), 2,5 unidades del enzima GoTaq® Hot
Start Polymerase (Promega), 15 pL del 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega), 2,5
mM de cloruro de magnesio (MgCl,) (Promega) y 10 uL. de ADN extraido de cada muestra
a estudio (aproximadamente, 200 ng).

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

Como control interno de amplificacion, para garantizar la correcta extraccion de
ADN con el kit comercial, se utiliz6 un protocolo de PCR similar cuya diana fue ADN
ribosomico. Para ello, se  utilizO6 la pareja de cebadores REV (5'-
GACGGTATCTGATCGTCTTC-3") y HUF (5'-GGACCGCCTGGATACCGC-3').
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Ademas, se incluyeron controles negativos del proceso de extraccion de ADN y de
amplificacion en ambas reacciones de PCR. En cada reaccion de PCR con los
oligonucledtidos 121 y 122, se incluyeron dos controles positivos, uno de extraccion a
partir de muestra previa positiva (control positivo 1) y otro de PCR a partir de ADN
purificado del parasito (control positivo 2).

II1.1.3. Técnicas electroforéticas

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

Para la visualizacion del producto amplificado se utiliz6 el reactivo SYBR® Safe
DNA Gel Stain (life technologies) diluido 10.000x en la mezcla de agarosa. El tamafo de
los fragmentos se calculd usando como referencia el marcador 100 bp DNA ladder
(Invitrogen). Los geles fueron visualizados en un transiluminador UV (U:GENIUS,
Syngene).

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

II1.2. Técnicas seroldgicas

El diagnostico de enfermedad de Chagas se establecid en base a los criterios de la
OMS. Para ello, se utilizaron dos técnicas seroldgicas que emplean diferentes antigenos-I1FI
(Inmunofluor Chagas, Biocientifica, Argentina) y ELISA (Bioelisa Chagas, Biokit,
Espafia)- siguiendo las instrucciones del fabricante. Aquellos pacientes con resultado
positivo para ambas técnicas se consideraron infectados por 7. cruzi.

Estas técnicas serologicas convencionales utilizan como antigeno bien el parasito
completo, como es el caso de la inmunofluorescencia indirecta (IFI), que emplea
epimastigotes de 7. cruzi, obtenidos de cultivo y fijados en portaobjetos, sobre los que se
realiza la reaccion antigeno-anticuerpo. O bien, extractos solubles de 7. cruzi, como en los
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).

Para la realizacion de las técnicas serologicas comerciales, se extrajo un volumen de
5-10 ml de sangre por paciente en tubo sin anticoagulante. La sangre se centrifugd durante
15 minutos a 2500 r.p.m. para extraer el suero y se guard6 a 4°C hasta la realizacion de las
pruebas serologicas en un tiempo siempre inferior a una semana.

I11.2.1. IFI
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Se utiliz6 el ensayo comercial de Inmunofluor CHAGAS Kit (Biocientifica S.A.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incluyeron en el ensayo los controles
positivos y negativos suministrados en el kiz. Para la validacion de cada ensayo se
comprobd que los resultados de los controles fuesen correctos. Titulos de IFI > 1/80 se
consideraron positivos.

I11.2.2. ELISA

Se utiliz6 el kit comercial 7. cruzi ELISA test system (Ortho Clinical Diagnostic,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se describe brevemente el
procedimiento. Se aplicaron los procedimientos de control de calidad para la aceptacion de
resultados. Indices de ELISA > 1 se consideraron positivos.

II1.3. Tratamiento con benznidazol

El tratamiento se realizd6 con benznidazol mediante la administracion oral de 5-7
mg/kg peso corporal/dia en pacientes pediatricos y 300 mg/dia distribuidos en 3 tomas en
adultos, durante 60 dias (The medical letter on drugs and therapeutics, 2004).

La dosis diaria se increment6 de manera gradual durante un periodo de tres semanas
(En adultos, 100mg/dia durante la primera semana, 200 mg/dia durante la segunda semana
y 300 mg/dia en adelante) para evitar la aparicion de efectos adversos al tratamiento
relacionados con dosis acumulativas superiores a 18 gramos, como la polineuritis y la
depresion de la médula 6sea (Cancado, 2002).

Se informo6 claramente de los posibles efectos secundarios del tratamiento, asi como
se aconsejo una dieta baja en grasas y nula en alcohol para evitar las alteraciones digestivas
que con frecuencia el benznidazol suele ocasionar en pacientes tratados.

I11.4. Poblacion a estudio
1I1.4.1. Clasificacion forma clinica de la enfermedad

Todos los pacientes diagnosticados de enfermedad de Chagas incluidos en el estudio
fueron entrevistados en base a una encuesta estructurada con el fin de conocer sus datos
demograficos (edad, sexo), epidemioldgicos (pais y region de origen y afios de residencia
en Espafa) y clinicos.

Para determinar el estadio clinico de la enfermedad se consideraron los siguientes
sintomas: disnea de esfuerzo o reposo, disnea paroxistica nocturna, ortopnea, edema de
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miembros inferiores, disfagia, reflujo gastroesofagico y estrefiimiento. Para definir los
grupos clinicos, a cada paciente se le realizo placa de torax, electrocardiograma y
ecocardiograma para el estudio de la funcion cardiaca y transito eséfagogastroduodenal y
enema opaco para determinar la afectacion digestiva. Los pacientes con sintomatologia
cardiaca se estratificaron en base a la clasificacion propuesta por Kuschnir et al/ (1985).

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

111.4.2. Cohorte del estudio

Esta cohorte incluyd 166 pacientes con enfermedad de Chagas cronica,
diagnosticada segun los criterios de la OMS con resultado positivo en dos técnicas
serologicas que emplean diferentes antigenos -IFI y ELISA-. Estos pacientes fueron
monitorizados a diferentes tiempos post-tratamiento con benznidazol mediante técnica de
PCR (materiales y métodos, apartado III.5) y serologia convencional -IFI y ELISA-
(materiales y métodos, apartado II.2.1 y II1.2.2), con el fin de evaluar la eficacia del
tratamiento.

La mayoria de los pacientes eran bolivianos (161; 97%) frente a un porcentaje
minoritario procedentes de otros paises de América Latina como Argentina (1; 0,6%),
Brasil (1; 0,6%), Ecuador (1; 0,6%), El Salvador (1; 0,6%) y Paraguay (1; 0,6%) (tabla
III.1). Los bolivianos eran principalmente de los distritos de Santa Cruz (79; 47,5%),
Cochabamba (67; 40%), Sucre (10; 6%) y Chuquisaca (5; 3%). La media (+DE) de edad
fue 33+11 afos. Ningin paciente regres6 a su pais de origen durante el periodo de
seguimiento.

Tabla IIL.1. Distribucion de la procedencia geografica de los 166 pacientes.

Pais N’de pacientes Porcentaje

Bolivia 161 97%
Argentina 1 0,6%
Brasil 1 0,6%
Ecuador 1 0,6%
El Salvador 1 0,6%
Paraguay 1 0,6%
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De acuerdo con su edad, los pacientes se incluyeron en los siguientes grupos: 11
(6,6%) en la categoria de jovenes (4-19 afios), 109 (65,7%) en el grupo de adultos (20-39
afios) y, finalmente 46 pacientes (27,7%), se clasificaron como mayores (> 40 afos) (tabla
11.2).

Tabla I11.2. Distribucion en funcién del grupo de edad de los 166 pacientes.
[Grupo de N 09
4-19 anos 11 (6,6)
20-39 afios 109 (65,7)
> 40 afos 46 (27,7)
Total 166 (100)

N, nimero de pacientes.

Segun los afios de residencia en Espafia, los pacientes se clasificaron en dos grupos:
73 pacientes (44%) se incluyeron en el grupo de estancia corta en nuestro pais (< 3 afos) y
93 pacientes (56%) en el grupo de estancia prolongada (> 3 afios) (tabla II1.3).

Tabla I11.3. Distribucion en funcion de los afios de residencia en Espana de los 166 pacientes.

Anos residencia en Esparia N (%)

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

Del total de 166 pacientes estudiados, 99 (58,9%) eran asintomaticos (IND) y 67
(41,1%) sintomaticos. De estos, 37 (22%) presentaron sintomatologia cardiaca (CCC), 18
(10,7%) mostraron alteraciones digestivas (DIG) y 12 (7,1%) presentaban ambas
manifestaciones, cardiaca y digestiva (tabla I11.4).

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

Clasificacion clinica | N°de pacientes Porcentaje

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

Cardiacos-digestivos 18 10,7%

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

Tabla I11.5. Efectos adversos del tratamiento con benznidazol en la cohorte estudiada.

Efecto adverso N’de pacientes Porcentaje

Hipersensibilidad cutdnea 59 35,1%
Intolerancia digestiva 5 3%
Alteraciones neuroldgicas 5 3%

Para el seguimiento de la respuesta al tratamiento con benznidazol, a los pacientes
se les tom6 muestra de sangre periférica para PCR en el momento del diagndstico (T0) y a
los 90 (T1), 150 (T2), 240 (T3), 420 (T4) dias y segundo (T5), tercer (T6) y cuarto (T7) afo
post-tratamiento. Un diagrama ilustrativo del nimero de pacientes incluidos en cada fase
del seguimiento de esta cohorte se muestra en la tabla II1.6.

Tabla I11.6. Numero de pacientes incluidos en cada fase del seguimiento de la respuesta al
tratamiento con benznidazol.

Tiempo 0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
W latziil 166 141 124 101 117 71 37 4

TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T3, 240

dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. TS5, segundo afio post-tratamiento. T6,
tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-tratamiento.

II1.5. Analisis estadistico

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

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

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

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

Todos los andlisis se consideraron significativos a un nivel p<0,05.
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II1.6. Consideraciones éticas

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

IV. RESULTADOS

IV.1. Seguimiento de la parasitemia mediante PCR después del tratamiento con
benznidazol

Con el objetivo de estudiar la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes
en fase cronica, se analizo la presencia de 7. cruzi en sangre periférica mediante PCR en
166 pacientes con enfermedad de Chagas que fueron tratados con benznidazol durante 60
dias (Materiales y métodos, apartado I111.4.2). Para ello, se tomaron muestras de sangre,
antes del tratamiento y a diferentes tiempos durante el seguimiento post-tratamiento (ver
tabla IIL.6., materiales y métodos).

Resultados de PCR antes del tratamiento con benznidazol

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

Dado que no se incluyd un grupo de pacientes control con serologia negativa para 7.
cruzi, no fue posible determinar la especificidad de la técnica de PCR.

Para el andlisis de los resultados de PCR en la cohorte de 166 pacientes antes del
tratamiento con benznidazol, se consideraron variables demograficas (edad),
epidemioldgicas (tiempo de residencia en Espafia) y clinicas (pacientes sintomaticos o
asintomaticos) (Material y métodos, apartado I11.4.2). Teniendo en cuenta los rangos de
edad de los pacientes, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
resultado de PCR (p=0,001). Asi, la sensibilidad de la PCR frente a las dos técnicas
diagnostico-seroldgicas utilizadas fue del 100% en el grupo de pacientes con edades
comprendidas entre 4 y 19 afios, mientras que el porcentaje de pacientes con resultado
positivo de PCR se redujo a 72,4% en los pacientes clasificados dentro del grupo de edad
de 20 a 39 anos, y a 47,8% en aquellos pacientes incluidos en el grupo de > 40 afios.
Ademas, el namero de pacientes con un resultado positivo de PCR fue significativamente
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superior en los individuos cuyo tiempo de residencia en Espana fue inferior a 3 afios
(79,5%) frente aquellos cuyo periodo de estancia en nuestro pais fue > 3 afios (58%)
(p=0,004). Por el contrario, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
los resultados de PCR entre los pacientes asintomaticos (68,7%) y los que presentaron
sintomatologia en la fase cronica de la enfermedad (65,6%) (p=0,379). Estos resultados se
muestran en la tabla IV.1.

Tabla I'V.1. Resultados de PCR antes del tratamiento con benznidazol en la cohorte estudiada

segun la edad, el tiempo de residencia en Espaiia y la forma clinica de la enfermedad.

PCR positiva PCR negativa
Variable N/Total (%) N/Total (%)
Grupos de edad
4-19 afios 11/11 (100) 0/11 (0)
20-39 afios 79/109 (72,4) 30/109 (28,6) 0,001
>40 afios 22/46 (47,8) 24/46 (52,2)
L Tewdervibaonbin
<3 afios 58/73 (79,5) 15/73 (20,5) 0,004
>3 afios 54/93 (58) 39/93 (42)
CC asintomatico 68/99 (68,7) 31/99 (31,3) 0.379
CC sintomatico 44/67 (65,6) 23/67 (34,4)

N, nimero de pacientes. Total, nimero total de pacientes. CC, enfermedad de Chagas cronica.

Resultados de PCR después del tratamiento con benznidazol

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

En el control 90 dias post-tratamiento, se realizaron 99 PCRs en aquellos pacientes
cuya PCR antes del tratamiento present6 un resultado positivo. Todas las PCRs tuvieron un
resultado negativo (100%). De aquellos pacientes con un resultado negativo de PCR antes
del tratamiento, 42 pacientes fueron estudiados a los 90 dias post-tratamiento y todos
presentaron un resultado de PCR negativo.

Un total de 8 pacientes tuvieron un resultado de PCR positivo antes del tratamiento
y completaron el periodo de seguimiento hasta el tercer afio post-tratamiento con
benznidazol presentando todos sus controles post-tratamiento mediante PCR negativos. Un
total de 12 pacientes tuvieron un resultado negativo de PCR antes del tratamiento y
permanecieron con parasitemia indetectable mediante PCR hasta el control tercer afio post-
tratamiento.

11




Maria José Mufioz Dadvila

A pesar de que el benznidazol produjo un rapido aclaramiento de la parasitemia en
el 100% de los pacientes a los 90 dias post-tratamiento con benznidazol, un total de 23
pacientes (23/166; 13,8%), presentd picos de parasitemia detectable mediante PCR durante
el periodo de seguimiento. De estos, tres pacientes tuvieron un resultado de PCR positivo
en mas de un control (tabla IV.2).

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

El control 240 dias post-tratamiento fue el que presentd mayor nimero de resultados
de PCR positivos con respecto al resto de controles. En total, 10 pacientes (10/101; 9,9%)
tuvieron un resultado positivo de PCR. De estos, 9 pacientes presentaron un resultado
positivo de PCR antes del tratamiento y 3 de ellos incumplieron la pauta posologica del
benznidazol. El décimo paciente con control de PCR positivo a los 240 dias post-
tratamiento presentd un resultado de PCR negativo antes del tratamiento con benznidazol.
Este paciente observd correctamente el tratamiento con benznidazol (tabla IV.2).

A los 420 dias post-tratamiento, 8 pacientes (8/117; 6,8%) tuvieron un resultado
positivo de PCR, todos ellos habian presentado un resultado positivo de PCR antes del
tratamiento con benznidazol y tan sé6lo uno de ellos no observd correctamente el
tratamiento con benznidazol (tabla I'V.2).

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

En el control tercer afio post-tratamiento, 3 pacientes (3/37; 8,1%) presentaron un
resultado positivo de PCR, de los cuales 1 presentaba resultado de PCR antes del
tratamiento negativo y los otros dos, positivo. Estos 3 pacientes observaron correctamente
el tratamiento con benznidazol (tabla IV.2).

Finalmente, de tan s6lo 4 pacientes se pudo completar el seguimiento hasta el
control cuarto ano post-tratamiento. En los 4 casos, el resultado de PCR para este control
fue negativo. Estos 4 pacientes presentaron un resultado positivo de PCR antes del
tratamiento con benznidazol. Uno de ellos presentd positivo el control 240 dias post-
tratamiento mientras que otro presentd positivo el control segundo afio post-tratamiento
(tabla IV.2).
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Los resultados anteriores aparecen ademds esquematizados en la figura IV.1 en la
que no se han representado los pacientes con control cuarto afo post-tratamiento por
tratarse de un numero muy escaso.
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Figura I'V.1. Numero de pacientes con resultado de PCR antes y después del tratamiento. Para
cada control de monitorizacion, se ha indicado entre paréntesis el nimero de pacientes
incluidos en cada grupo de edad (4-19/20-39/>40 anos). PCR+, resultado de PCR positivo.
PCR-, resultado de PCR negativo. N, nimero de pacientes. TO, antes del tratamiento. T1, 90
dias post-tratamiento. T2, 150 dias post- tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420
dias post-tratamiento. T5, segundo afio post-tratamiento. T6, tercer aio post-tratamiento. En la
figura no se han representado los pacientes con control 4° afio post-tratamiento debido a su bajo
numero.
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No se observo una correlacion estadisticamente significativa al comparar los grupos
de edad de los pacientes con un resultado de PCR positivo en los diferentes controles post-
tratamiento (p>0,05). Aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, conviene
destacar que la mayoria de los pacientes con picos de parasitemia durante el seguimiento
del tratamiento con benznidazol pertenecieron a los grupos de edad de entre 20 y 39 afios y
>40 afios. En la tabla IV.3 se muestran las caracteristicas clinicas y epidemiologicas, asi
como las de cumplimiento de la pauta posoldgica del benznidazol, de los 23 pacientes con
picos de parasitemia detectados mediante PCR después del tratamiento.

Tabla I'V.2. Datos de edad, afos de residencia en Espafia, clinica y observacion del tratamiento
con benznidazol de los 23 pacientes con picos de parasitemia detectados mediante PCR después
del tratamiento.

Resultado de PCR
T3 T4 T5

Paciente Edad ARE' Clinica OCT*

1 36 5 IND Si + - -+ o+ - x %
2 44 3 IND No - -+ - - - % %
3 31 <1 IND Si + - * + - - * -
4 38 1 IND Si T ETET %
5 33 1 CCCDIG Si T
6 24 1 IND Si T - - - + *
7 40 2 CCCDIG Si T
8 27 1 IND Si M ST i P - %
9 74 2 CcCC Si + - - + + + * %
10 43 1 IND Si + - -+ - - . %
11 17 2 IND Si T
12 22 1 IND No + - - + - - - *
13 31 2 CccCC Si + - -+ -k k%
14 43 7 CCCDIG Si + - - -+ - L %
15 32 3 IND No + - * 4 % * * *
16 29 3 IND Si + - - -+ - k%
17 37 3 IND Si + - - * + - * *
18 29 1 DIG Si + -+ - o kR ok
19 48 2 CccCC Si e
20 12 3 DIG No + - o+ + 4+ - - %
21 29 3 IND Si + - - x4 L %
22 30 2 DIG Si + % x4k ok %
23 32 2 IND Si + - - - L L4 %

15




Maria José Mufioz Dadvila

'Afios de residencia en Espafia. “Observacion correcta del tratamiento. IND, Chagas cronico
asintomatico/indeterminado. CCC, Chagas cronico cardiaco. DIG, Chagas cronico digestivo.
CCCDIG, Chagas cronico mixto cardiaco y digestivo. *, muestra no disponible. T0, antes del
tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T3, 240 dias post-
tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. TS5, segundo afio post-tratamiento. T6, tercer afio
post-tratamiento. T7, cuarto afio post-tratamiento.

En resumen, en el primer control después del tratamiento (90 dias) el 100% de los
pacientes tuvo un resultado de PCR negativo. Sin embargo, durante el transcurso del
seguimiento, 23 pacientes presentaron al menos un control en el que la parasitemia volvié a
ser detectable mediante PCR en una proporcion que oscild entre el 2,4% y el 9,9% en
funcién del control (tabla IV.3). De estos 23 pacientes, 4 no observaron correctamente el
tratamiento (tabla IV.2).

Tabla I'V.3. Resultados de monitorizacion de la respuesta terapéutica al benznidazol mediante
PCR en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Controles de seguimiento post-tratamiento

Antes del tratamiento T1 72 73 T4 75 76 T7

N°? pacientes 166 141 124 101 198 N/l 37 4
PCR + 112 0 3 10 8 4 3 0
PCR - 54 141 121 91 109 67 34 4

%PCR + 67,4 0 2.4 9,9 6,8 56 8,1 0

PCR+, PCR con resultado positivo. PCR-, PCR con resultado negativo. %PCR +, porcentaje de
pacientes con resultado positivo de PCR. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-
tratamiento. T3, 240 dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. TS5, segundo afio
post-tratamiento. T6, tercer aflo post-tratamiento. T7, cuarto afio post-tratamiento.

En aquellos pacientes que presentaron un resultado de PCR positivo antes del
tratamiento, la PCR permitié determinar la accion del benznidazol. Ya que, tras el
tratamiento, se observo una disminucion de la carga parasitaria en los pacientes hasta
niveles indetectables mediante esta técnica, resultando una herramienta util para determinar
a corto plazo la eficacia del tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de
Chagas cronica. Esta eficacia parasiticida del benznidazol fue muy elevada en nuestra
cohorte de pacientes, ya que en el 100% de los mismos se produjo un aclaramiento de la
parasitemia que determind un resultado negativo de PCR a los 90 dias post-tratamiento.
Aunque un resultado de PCR negativo no indica ausencia de la enfermedad, la PCR es una
herramienta 1til para detectar el fracaso terapéutico a corto plazo en pacientes que
presentan resultados positivos después del tratamiento. Teniendo en cuenta las variaciones
de la parasitemia durante el largo curso de la enfermedad de Chagas cronica, con picos
intermitentes, es necesaria la busqueda de nuevas técnicas y marcadores que permitan
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conocer la eficacia del tratamiento con benznidazol en pacientes en la fase cronica de la
enfermedad a corto plazo.

IV.2. Seguimiento de los niveles de anticuerpos después del tratamiento con
benznidazol mediante serologia convencional

Con el objetivo de estudiar la variacioén en el nivel de anticuerpos en suero tras el
tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica mediante
serologia convencional, los 166 pacientes que constituyen la misma cohorte de pacientes
que el apartado anterior (materiales y métodos, apartado II1.4.2) fueron evaluados a
diferentes tiempos post-tratamiento mediante dos técnicas seroldgicas: IFI (Inmunofluor
CHAGAS Kit (Biocientifica S.A.)) y ELISA (7. cruzi ELISA test system (Ortho Clinical
Diagnostic, USA)) (materiales y métodos, apartado III.2). El nimero de pacientes incluido
en cada control se muestra en la tabla IV 4.

Tabla I'V.4. Numero de pacientes con enfermedad de Chagas cronica a los que se les determind
el indice/ titulo de anticuerpos frente a 7. cruzi mediante técnicas serolégicas convencionales a
diferentes tiempos post-tratamiento.

Tiempo 70 T1 12 13 T4 i 76 177

N° pacientes 166 121 102 90 86 21 17 3

TO, antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T3, 240
dias post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. TS5, segundo afio post-tratamiento. T6,
tercer afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-tratamiento.

Resultados de serologia antes del tratamiento con benznidazol

El diagnodstico de enfermedad de Chagas se establecio en base a los criterios de la
OMS, segun los cuales, un paciente se considera infectado por 7. cruzi cuando presenta
resultado positivo en dos técnicas seroldgicas que empleen diferentes antigenos (IFI
(parasito completo) y ELISA (extractos solubles y/o purificados que contienen una mezcla
compleja de antigenos)).

Del total de 166 pacientes incluidos en este ensayo, todos presentaron resultado
positivo mediante las dos técnicas serologicas empleadas -IFI y ELISA- antes del
tratamiento con benznidazol. indices de ELISA > 1 se consideraron positivos y titulos de
IFT > 1/80 se consideraron positivos. Para la determinacion del titulo de IFI con fines
diagnésticos se realizaron 2 diluciones seriadas de los sueros de los pacientes: 1/80 y 1/160.
Los pacientes se clasificaron en funcién de su indice de ELISA en uno de los siguientes
grupos: indices > 1 hasta 4, > 4 hasta 8 y > 8§ hasta 12.
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Los resultados obtenidos mediante ambas técnicas serologicas en la cohorte de 166
pacientes antes del tratamiento con benznidazol se muestran en la tabla IV.5 (IFI) y en la
tabla IV.6 (ELISA).

Tabla I'V.5. Resultado de la técnica serologica IFI antes del tratamiento con benznidazol.

Titulo de IFI ~ N/Total (%)

1/80 17/166 (10,2)
1/160 149/166 (89,8)

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

Tabla I'V.6. Resultado de la técnica serologica ELISA antes del tratamiento con benznidazol.

Indices de ELISA  N/Total (%)

1-4 23/166 (13,9)
4-8 88/166 (53)
8-12 55/166 (33,1)

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

Un 89,8% de los pacientes present6 un titulo > 160 mediante IFI. Un 53% de los
pacientes presentd un indice de ELISA > 4 hasta 8.

Al estudiar los resultados de serologia convencional en la cohorte de 166 pacientes
antes del tratamiento con benznidazol, se consideraron variables demograficas (edad),
epidemioldgicas (tiempo de residencia en Espafia) y clinicas (pacientes sintomaticos o
asintomaticos) (materiales y métodos, apartado II1.4.1). Asi, un total de 11 pacientes
presentaron una edad comprendida entre los 4 y los 19 afios, 109 pacientes se incluyeron en
el grupo de edad comprendido entre 20 y 39 anos y 46 pacientes tenian una edad > 40 afios.
El tiempo de residencia en Espafa fue inferior a 3 afios en 73 pacientes y > 3 afos en 93
pacientes. En funcion de la forma clinica de la enfermedad, 99 pacientes se incluyeron en el
grupo de asintomaticos y 67 presentaron sintomatologia en la fase cronica de la enfermedad
de Chagas.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resultado de
serologia convencional mediante IFI y ELISA antes del tratamiento con benznidazol en
funcion del grupo de edad ni de la forma clinica de la enfermedad. No obstante, la
diferencia en los titulos de IFI fue estadisticamente significativa en funcion de los afios de
residencia en Espafia. Asi, el nimero de pacientes con un titulo de IFI superior a 1/160 fue
significativamente superior en aquellos pacientes cuyo periodo de estancia en Espafia fue
inferior a tres afnos (97,2%; p=0,043), reflejando, probablemente, un periodo de tiempo
menor desde el momento de la infeccion hasta la realizacion de las pruebas. Por el
contrario, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los indices de
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ELISA en funcién de los afios de residencia en Espana. Estos resultados se muestran en la
tabla IV.7.

Tabla I'V.7. Resultados de serologia convencional mediante técnica de IFI y ELISA antes del
tratamiento con benznidazol en la cohorte estudiada segun la edad, el tiempo de residencia en
Espafia y la forma clinica de la enfermedad.

IFI N/total (%) ELISA N/total (%)
Variable 1/80 1/160 p 1-4 4-8 8-12
Grupos de edad
N 0/11 11/11 0/11 7/11 4/11
4-19 anos
(0) (100) (0) (63,6) (36,4)
8/109 101/109 15/109 58/109 36/109
20-39 an >0,05 >0,05
T a4 (926 (137) (53 (669)
. 4/46 42/46 8/46 23/46 15/46
>40 afios
(8,7) (91,3) (17.4) (50) (32,6)
Tiempo de residencia en Espaiia
N 2/73 71/73 9/73 37/73 27/73
<3 anos 28 (972 (123)  (506) (7.1
- : 0,043 ' ' ' >0,05
. 10/93 83/93 14/93 51/93 28/93
>3 afos
(10,7) (89,3) (15) (54,8) (30,2)
Forma clinica de la enfermedad
cC 7/99 92/99 10/99 54/99 35/99
Asintomati 7,1 92,9 10,2 54,5 35,3
sintomatico  (7,1) (92,9) £0,05 (10,2) (54,5) (35,3) £0.05
cC 5/67 62/67 13/67 34/67 20/67
Sintomatico (7,5) (92,5) (19,4) (50,7) (29,9)

Resultados de serologia después del tratamiento con benznidazol

Al estudiar la variacién en los niveles de anticuerpos en los diferentes controles
post-tratamiento en la poblacion estudiada, se observé que el porcentaje de pacientes con
un determinado valor de anticuerpos mediante IFI/ELISA se mantuvo sin diferencias
significativas durante los controles post-tratamiento.

Los resultados obtenidos mediante ambas técnicas seroldgicas se muestran en la
tabla IV.8 para IFI y tabla IV.9 para ELISA. En las figuras, no se han representado los
resultados de los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo nimero de
pacientes incluidos.

19




Maria José Mufioz Ddvila

Tabla I'V.8. Resultado de la técnica seroldgica IFI [N/Total, (%)] en los diferentes controles
post-tratamiento con benznidazol.

IFI 70 Ti 12 T3 T4 75 76 17
1/86 2/21
i 0 2/17 0
Negativa 0 0 0 (1.1) 9.5)
/80 17/166 22/120  24/101 18/90  19/86 4/21 17 I3
(10,2) (18,1) (23,5) (19,9) (22,2) (19)
/160 149/166 98/120  79/101 72/90  66/86  15/21 317 1A
(89.8) (80,9) (76,5  (80,1) (76,7) (71,5)

N, nimero de pacientes. Total, numero total de pacientes. Los porcentajes no se han indicado
en los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo nimero de pacientes. TO,
antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T3, 240 dias
post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. TS, segundo afio post-tratamiento. T6, tercer
afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-tratamiento.

Tabla I'V.9. Resultado de la técnica seroldgica ELISA [N/Total, (%)] en los diferentes
controles post-tratamiento con benznidazol.

ELISA 70 Ti 12 & T4 75 6 17
1/86 2/21

ti 217 0
Negativa 0 0 0 0 (1.1) 9.5)
23/166 12/90 9/86 3/21

1-4 6/120 (6) 5/101 (5 0
(13,9) © ) (13,4) (10,6) (14,4)

4.8 88/166 57/120 59/101 54/90 59/86 14/21 17 13
(53) (47) (58,4) (60) (68,6) (66,6)
101 24 1 2/21

812 55/166 57/120 37/10 /90 7/86 / 17 3
(33,1) (47) (36,6) (26,6)  (19,7) 9.5)

N, nimero de pacientes. Total, numero total de pacientes. Los porcentajes no se han indicado
en los controles tercer y cuarto afio post-tratamiento debido al bajo niimero de pacientes. TO,
antes del tratamiento. T1, 90 dias post-tratamiento. T2, 150 dias post-tratamiento. T3, 240 dias
post-tratamiento. T4, 420 dias post-tratamiento. TS, segundo afio post-tratamiento. T6, tercer
afio post-tratamiento. T7, cuarto afio post-tratamiento.

Del total de 166 pacientes estudiados, 3 de ellos (1,8%), presentaron un resultado
negativo de IFI y ELISA durante el periodo de seguimiento, pudiendo garantizar su
curacion en la fase cronica de la enfermedad de Chagas por la ausencia de anticuerpos anti-
T. cruzi al presentar dos pruebas serologicas convencionales negativas. El primer caso fue
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un hombre de 44 afios de edad, boliviano, con enfermedad de Chagas cronica cardiaca que
presentd un resultado negativo de IFI y ELISA en el control tercer ano post-tratamiento. El
segundo caso fue una mujer de 35 afos, ecuatoriana, con enfermedad de Chagas cronica
mixta cardiaca-digestiva que presentd un resultado negativo de IFI y ELISA en el control
420 dias y segundo afio post-tratamiento. El tercer caso fue una mujer de 22 afios,
boliviana, que present6 un resultado negativo para ambas técnicas seroldgicas en el control
2° afio post-tratamiento. En los tres casos destacaron valores de IFI y ELISA bajos antes del
tratamiento (1/80-3,8; 1/80-1,2 y 1/80-1,9, respectivamente). Los pacientes presentaron un
resultado de PCR negativo antes y después del tratamiento, indicando que en los tres casos
existia un bajo nivel de parasitemia. Ademas, el tiempo de residencia en Espaiia, y por tanto
fuera de zona endémica, sin exposicion al parasito, fue superior a los tres afios para los tres
pacientes.

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

V. DISCUSION

V.1. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica mediante PCR

La sensibilidad de la PCR en el diagnostico de la enfermedad de Chagas cronica
frente a las dos técnicas diagnostico-serologicas convencionales utilizadas en nuestro
estudio fue del 67,4%. Este resultado de sensibilidad diagndstica de la PCR coincide con
los publicados por otros autores (Avila et al., 1993; Britto et al., 1995; Gomes et al., 1999;
Solari et al., 2001; Murcia et al., 2010). La sensibilidad de la PCR comparada con los
métodos serologicos en el diagndstico de la enfermedad de Chagas cronica se ha descrito
entre un 59% y un 100%, en funcion de varios factores. Estos son, principalmente, el area
geografica y la edad de los sujetos estudiados (Avila et al., 1993; Wincker et al., 1994a;
Wincker et al., 1994b; Britto et al., 1995).
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En este trabajo se continiia con el estudio publicado por Murcia et al. (2010) en el
que se evalua la utilidad de la técnica de PCR frente al ADN del minicirculo del
kinetoplasto de 7. cruzi como herramienta para la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas cronica residentes en
area no endémica, en la que la posibilidad de re-infeccion esta descartada.

La evaluacion de la cura de la enfermedad de Chagas en pacientes con infecciones
cronicas es controvertida y dificil de demostrar, principalmente por la falta de técnicas
sensibles y especificas para documentar la cura parasitologica en estos pacientes (Krettli et
al., 1984; Gomes et al., 2009; Perez-Molina et al., 2009; Muiioz-Davila et al., 2011). En la
década de los 90, ensayos basados en la técnica de PCR se utilizaron para detectar ADN de
T. cruzi en la sangre de pacientes con enfermedad de Chagas crénica con una adecuada
sensibilidad, demostrando ser una herramienta prometedora para evaluar el fallo terapéutico
tras el tratamiento especifico de las infecciones cronicas (Avila et al., 1991, Britto et al.,
1993; Wincker et al. 1994a, b; Britto et al., 1995; Junqueira et al., 1996; Gomes et al.,
1999; Britto et al., 2001). Este hecho no resultd sorprendente, ya que la PCR habia
demostrado su utilidad en la deteccion de resistencias a farmacos en otras infecciones
parasitarias que contintian siendo prevalentes en areas endémicas, como por ejemplo, la
leishmaniasis y la malaria (Wilson et al., 2005).

El valor de las técnicas parasitologicas en el seguimiento de la respuesta al
tratamiento de pacientes chagasicos, reside en los resultados positivos que permiten
obtener. Por tanto, cuanto mayor sea la sensibilidad diagnoéstica de la PCR en la
enfermedad de Chagas cronica, tanto mejor herramienta serd para la monitorizacion de la
eficacia del tratamiento con benznidazol en estos pacientes. Ya que, un resultado negativo
de parasitemia detectado mediante PCR en pacientes con parasitemia detectable previa al
tratamiento, es indicativo de la eficacia del benznidazol en el aclaramiento de la
parasitemia. No obstante, un resultado de PCR negativo después del tratamiento no es
indicativo de cura de la enfermedad en pacientes que continien presentando anticuerpos
anti- 7. cruzi. Asi, en el caso de la enfermedad de Chagas crénica continta siendo necesaria
la busqueda de nuevas técnicas y/o marcadores que permitan evaluar mas
convenientemente la eficacia del tratamiento farmacologico (Gomes et al., 2009; Mufioz-
Davila et al., 2011).

En nuestro estudio, la gran mayoria de pacientes procedian de Bolivia,
principalmente de los distritos de Cochabamba y Chuquisaca. La tinica paciente incluida en
la cohorte procedente de Brasil presentd un resultado de PCR persistentemente positivo en
los diferentes controles post-tratamiento indicando resistencia al tratamiento farmacoldgico.
Asi, la PCR fue una herramienta sensible y especifica para la deteccién temprana de la
sensibilidad del parasito al benznidazol, permitiendo una modificacion rapida de la terapia
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antiparasitaria en casos de resistencia o reactivacion de la infeccion chagésica (Murcia et
al., 2010).

De acuerdo con nuestros resultados, el 100% de los pacientes tratados que tuvieron
un resultado de PCR positivo en sangre periférica antes del tratamiento con benznidazol,
presentaron un resultado negativo de PCR a los 90 dias post-tratamiento, reflejando la
eficacia del benznidazol en el aclaramiento de la parasitemia (Murcia et al., 2010). Este
porcentaje es superior a otros publicados previamente (Britto et al., 1995; Lauria-Pires et
al., 2000; Britto et al., 2001; Solari et al., 2001; Fernandes et al., 2009). Sin embargo, cabe
destacar, que este estudio fue llevado a cabo en un area libre de transmision vectorial,
donde la ausencia de triatominos permite descartar la posibilidad de re-infeccion durante el
periodo de seguimiento. Unicamente, un porcentaje de los pacientes tratados que oscil6
entre 2,4% y 9,9%, en funcién del control post-tratamiento, mostrd un resultado positivo de
PCR en sangre periférica después de la quimioterapia. Sin embargo, éste es un estudio de
seguimiento a corto plazo, y teniendo en cuenta los picos de parasitemia a lo largo del curso
prolongado de la infeccion crénica por 7. cruzi, algunos pacientes podrian volver a
presentar un resultado positivo de PCR a mas largo plazo (Murcia et al., 2010). Por esta
razon, esta cohorte, bien caracterizada, de pacientes con enfermedad de Chagas cronica
continla en seguimiento en nuestra unidad con el fin de realizar controles de
monitorizacion post-tratamiento mediante PCR a mas largo plazo. Estudios posteriores
permitirdn establecer si existe una asociacion entre la situacion clinica del paciente y los
picos de parasitemia detectados mediante PCR, asi como la correlacion entre un resultado
de PCR persistentemente negativo y la eficacia del tratamiento con benznidazol.

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

De los 23 pacientes con un resultado de PCR positivo después del tratamiento, 4 no
observaron correctamente el tratamiento con benznidazol, incumpliendo las pautas de
posologia. En pacientes con infeccién crénica, el incumplimiento de la duracién del
tratamiento con benznidazol se caracterizd por una parasitemia indetectable mediante PCR
en el primer control post-tratamiento (60 dias en agudos y 90 dias en cronicos), pero
detectable en los sucesivos. De estos resultados se deduce que, la elevada eficacia del
benznidazol en el aclaramiento de la parasitemia se manifiesta alin cuando el ntimero de
dosis administradas del farmaco sea inferior. Esto determina que en el primer control post-
tratamiento (cuando la administracion del firmaco es més reciente), la parasitemia evaluada
mediante PCR sea indetectable, mientras que la parasitemia vuelve a ser detectable en los
controles post-tratamiento mas alejados en el tiempo del momento de administracion del

23




Maria José Mufioz Dadvila

benznidazol (150 dias post-tratamiento en casos agudos y 150, 240, 420 dias y segundo y
tercer afio post-tratamiento en casos cronicos). De esta manera, la dosis inferior de
benznidazol recibida en los casos de incumplimiento terapéutico de este estudio, fue
suficiente para aclarar la parasitemia inicialmente pero no para mantenerla indetectable en
el tiempo. Lo que pone de manifiesto la importancia de mantener el tratamiento con
benznidazol durante 60 dias (The medical letter on drugs and therapeutics, 2004).

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

V.2. Monitorizacion de la respuesta al tratamiento con benznidazol en pacientes con
enfermedad de Chagas cronica mediante serologia convencional

La conversion a un resultado de serologia de Chagas negativo es el criterio para
considerar resuelta la enfermedad de Chagas (Cancado, 1999). En nuestro estudio, tan s6lo
tres pacientes (de un total de 166; 1,8%) presentaron un resultado de serologia negativo
frente a 7. cruzi durante el periodo de seguimiento (al primer, segundo y tercer afo
respectivamente), pudiendo garantizarse la curacion de la enfermedad. Cabe destacar que,
en los tres casos, los indices de ELISA y titulos de IFI antes del tratamiento fueron bajos.
Ademas, no se detectd parasitemia mediante PCR ni antes ni después del tratamiento con
benznidazol y, los tres pacientes, llevaban varios afos de residencia en nuestro pais y por
tanto fuera de area endémica. Esto podria indicar que la infeccion estaba cerca de la fase de
curacion en el momento del diagnostico.

En general, en los enfermos cronicos, la sero-conversion acontece entre 8 y 10 afos
después del tratamiento especifico y tan solo en el 15% de los sujetos estudiados (Viotti et
al., 1994; Gallerano y Sosa, 2000; Viotti et al., 2006; Fabbro et al., 2007). No obstante,
Fernandes et a/ (2009) y Viotti et al (2011) publicaron tasas de curacion del 5% y el 21%
respectivamente, al tercer afio post-tratamiento. En nuestro trabajo, tras un periodo de
seguimiento de hasta cuatro afos, los anticuerpos siguieron detectables en la préctica
totalidad de los pacientes (98,2%). En base a nuestros resultados, los métodos serologicos
resultan muy Ttiles en el diagnostico de la fase cronica de la enfermedad pero no se pueden
utilizar para la monitorizacion de la eficacia del tratamiento anti-parasitario durante esta
fase. Se requiere de un periodo de seguimiento muy prolongado para poder observar una
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caida significativa en los niveles de anticuerpos que indique un posible beneficio del
tratamiento con benznidazol, y un tiempo de estudio superior para demostrar la eliminacion
de anticuerpos especificos anti-7. cruzi en pacientes que se han curado.

VI. CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo conducen a las siguientes conclusiones:

1) En pacientes con enfermedad de Chagas crdnica, la monitorizacioén de la respuesta
al tratamiento mediante PCR permite la deteccion de fallos terapéuticos y picos de
parasitemia a lo largo del curso prolongado de la enfermedad.

2) La serologia convencional es la técnica de referencia en el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas crénica, no obstante, no es 1til para la monitorizacién del
tratamiento con benznidazol, ya que los niveles de anticuerpos son detectables
durante anos después del tratamiento.
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