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RESUMEN

A més de cien afios de su descripcion, la enfermedad de Chagas continta siendo
considerada una enfermedad compleja, con diversas manifestaciones clinicas, las que
han sido relacionadas con la variabilidad genética presente en Trypanosoma cruzi. La
cardiopatia chagasica corresponde a la forma clinica mas grave de la enfermedad en fase
cronica, siendo causa principal de muerte y discapacidad en los individuos infectados.
Dentro de este contexto, el presente trabajo busca establecer una asociacién entre los
linajes de T. cruzi y la presencia de patologia cardiaca en individuos con enfermedad de
Chagas crénica. Para ello se realizé genotipificacion mediante la técnica de hibridacion
con sondas DNA-DNA, a partir de los productos de PCR convencional obtenidos desde
muestras de sangre periférica de la poblacion en estudio, correspondientes a 25
individuos chagésicos crénicos con cardiopatia y a 25 individuos chagasicos crénicos sin

cardiopatia, procedentes de distintas localidades de la IV Regién de Coquimbo, Chile.

El 36% (9) de los pacientes no cardi6patas presentaban infeccion con un solo linaje de T.
cruzi, las cuales fueron: Tc I (1 muestra), Tc Il (1 muestra), Tc V (4 muestras) y Tc VI (3
muestras), mientras que, el 4% corresponde a infecciones mixtas con: Tcll + Tc V + Tc VI
(1 muestra). EI 40% (10) de los pacientes cardidpatas presentaban infeccion simple por:
Tc V (9 muestras) y Tc VI (1 muestra), mientras que, el 12% (3) de ellos presentd
infecciones mixtas, correspondientes a: Tcll+ TcV + Tc VI (2 muestras) y Tc I+ Tcll + Tc
VI (1 muestra). Utilizando el test exacto de Fisher se determind que existe asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de cardiopatia en pacientes chagasicos
cronicos y la infeccién especifica por Tc V (p-value=0,01), mientras que, para Tc |, Tcll y
Tc VI no fueron significativos (p-value=1,00; p-value=1,00; p-value=0,65,
respectivamente). Ademas, se sugiere que la presencia de cardiopatia en pacientes
chagasicos crénicos es independiente (p-value=0,60) del tipo de infeccidon encontrada en

estos individuos, sea ésta simple 0 mixta.

En conclusién, la infeccibon menos predominante en ambos grupos en estudio fue la
producida por el genotipo Tc |, mientras que, la presencia de cardiopatia chagasica

cronica estaria relacionada con la infeccion especifica por T. cruzi V.

Palabras claves: Enfermedad de Chagas, Cardiopatia chagéasica crénica, Linajes de T.

cruzi.



SUMMARY

Since more than 100 years of its description, Chagas disease remains considered a
complex disease with diverse clinical manifestations, which have been linked to genetic
variability present in Trypanosoma cruzi. Chagas cardiopathy corresponds to the most
severe clinical form of the disease in the chronic period, being the main cause of death
and disability in infected persons. In this context, this study seeks to establish a
relationship between the T. cruzi lineages and the presence of cardiac pathology in
patients with chronic Chagas disease. In this investigation, genotyping was performed by
hybridization technique with DNA-DNA probes from conventional PCR products obtained
from peripheral blood samples from the population under study, corresponding to 25
individuals with chronic Chagas cardiopathy and 25 individuals with chronic Chagas

disease without cardiopathy, from different locations of the IV Region of Coquimbo, Chile.

36% (9) of the non cardiopathy patients presented infection with only one lineage of T.
cruzi, which were Tc | (1 sample), Tc Il (1 sample), Tc V (4 samples) and Tc VI (3
samples), while 4% correspond to mixed infections with: Tc Il plus Tc V plus Tc VI (1
sample). 40% (10) of patients with cardiopathy presented a unic infection by Tc V (9
samples) and Tc VI (1 sample), while 12% (3) presented mixed infections, corresponding

to: Tc Il plus Tc V plus Tc VI (2 samples) and Tc | plus Tc Il plus Tc V (1 sample).

Using the Fisher’s exact it was determined that there is significant association between
chronic chagasic cardiopathy and specific infection by Tc V (p-value=0,01) while for Tc I,
Tc I and Tc VI were not significant (p-value=1,00; p-value=1,00, p-value=0,65,
respectively). In addition it is suggested that the presence of cardiopathy in chronic
chagasic patients is independent (p-value=0,60) to the type of infection found in these

people, be it single or mixed.

In conclusion the less prevalent infection in both groups of the study was produced by Tc |,
while chronic chagasic cardiopathy in Chile would be associated with specific infection by
Tc V.

Key words: Chagas disease, Chronic chagasic cardiopathy, Lineage of T. cruzi.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana corresponde a una zoonosis
parasitaria vectorial, cuyo agente etiolégico es Trypanosoma cruzi. En Latinoamérica es
considerada una de las mayores preocupaciones en materia de salud publica (Toso et al.,
2011). A consecuencia de dafos cardiacos y/o digestivos que puede generar,
aproximadamente el 10% al 15% de los enfermos presentan discapacidad, ocupando
actualmente el cuarto lugar de importancia como carga de enfermedad (AVAD) en

América, después de las enfermedades respiratorias, diarreas y SIDA (Apt et al., 2011).

El principal mecanismo de transmisién es vectorial, existiendo diferentes especies de
insectos triatominos involucrados en ella. De acuerdo a la distribucion geogréfica de
éstos, la enfermedad se extiende de forma natural desde el sur de Estados Unidos de
Norteamérica hasta el sur de Argentina y Chile (Apt et al., 2010). Aunque la enfermedad
de Chagas fue descrita por primera vez en el afio 1909, se estima que existe en el

continente americano desde hace mas de 9.000 afios (Toso et al., 2011).

A mas de cien afios de su descripcién, continla siendo una enfermedad compleja; sin
embargo, varias estrategias implementadas para el control de vectores han sido exitosas,
logrando disminuir la incidencia de la enfermedad de Chagas en varios paises de América
Latina. A pesar de lo anterior, tanto la migracion desde Latinoamérica hacia paises
desarrollados, especialmente a Norteamérica, Europa, Japon y Australia, asi como
también, los fendmenos de inmigracion a zonas endémicas, han determinado la
globalizacion de esta patologia (Apt et al., 2011), adquiriendo gran importancia hoy en dia
otras formas de transmision, como la transfusién de sangre, trasplantes de 6rganos y la
transmision vertical de personas con enfermedad de Chagas a individuos sanos (Toso et
al., 2011).

Con respecto a la presentacion clinica, la enfermedad de Chagas presenta un curso
clinico variable, que va desde una infeccion asintomatica hasta una enfermedad crénica
severa, donde la cardiopatia chagésica es la mas relevante, desarrollandose en alrededor
del 10% al 30% de las personas infectadas que cursan con la fase crénica determinada
de la enfermedad. Aproximadamente entre el 50% al 70% de todas las personas
infectadas cursan la fase crénica indeterminada o asintomatica, de ellas sélo un 30% se

mantiene asi por el resto de su vida, mientras que las otras pueden evolucionar a la forma



cronica determinada de la enfermedad en un lapso de 10 a 30 afios, considerandose en
Chile que anualmente 1% al 2% de los pacientes podria progresar de la forma crénica
indeterminada a cardiopatia cronica (Apt et al., 2011).

La enfermedad de Chagas crénica puede ser originada por seis genotipos o unidades
discretas de tipificacion (UDTs) de Trypanosoma cruzi que son infectantes para los
humanos (Zingales et al., 2012). Es por ello, que actualmente existen numerosos estudios
sobre la diversidad genética de este protozoario, en los cuales se han evaluado los
aislados de los parasitos disponibles para determinar como es la dinAmica de su
transmisién, qué tipo de patologias causan al ser humano y su relacién con la cardiopatia
chagasica, sin embargo, hasta la fecha no se ha logrado dilucidar por completo éstas y

otras interrogantes.

Se ha evidenciado que el comportamiento de ciertos grupos de parasitos, puede ser
influenciado tanto por factores propios del hospedero, como por condiciones ambientales
a las que se encuentran expuestos. Estas observaciones han llevado a caracterizar las
diferentes cepas de T. cruzi desde varios puntos de vista (Garcia, 2011). De este modo,
uno de los principales problemas planteados en nuestros dias, se refiere a la posibilidad
de conocer si las diferencias encontradas en los diversos cuadros clinicos pueden
atribuirse de alguna manera, a las distintas caracteristicas bioldgicas de las diferentes
cepas del parasito prevalentes en cada area geografica o a las diferencias genéticas

existentes entre las poblaciones humanas susceptibles.

Dada la importancia de lo anterior, el propdésito de este estudio es determinar el o los
linajes de T. cruzi que pudiesen ser observados mas frecuentemente en individuos
cardiopatas y no cardidpatas con parasitemia positiva y conocer el posible rol que tienen

en la patogénesis de la enfermedad de Chagas.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Epidemiologia

La enfermedad de Chagas afecta a 17 paises, con no menos de 12 millones de personas
infectadas procedentes de &reas urbanas, peri-urbanas y rurales. En Chile, el area
endémica se extiende desde las regiones de Arica y Parinacota a la del Libertador
Bernardo O’Higgins, incluyendo la Regién Metropolitana (Apt et al., 2010). En estas areas
la poblacién corresponde a un 77% del total en el pais, pero considerando que la
enfermedad es mas frecuente en areas rurales y peri-urbanas, la poblacion expuesta
corresponde aproximadamente a 500.000 habitantes, estimandose que el niamero de
personas infectadas en estas areas alcanzaria alrededor de 150.000 habitantes (ISPCh,
2011). A pesar de la baja notificaciébn de estos casos, el pais sigue manteniendo una

vigilancia pasiva de la enfermedad (Apt et al., 2011).

A causa del gran nimero de animales silvestres que sirven de reservorio a este parasito
en las Américas, la enfermedad no puede erradicarse (OMS, 2012). Es por ello, que
producto de la amplia distribucion de esta parasitosis, ademés de los costos econdémicos y
sociales que conlleva, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha destinado
importantes recursos para su control, con el objetivo de eliminar la transmisién y lograr
que la poblacion infectada y enferma tenga acceso a la asistencia sanitaria. En este
sentido, Chile se ha convertido en el segundo pais, después de Uruguay, en controlar la
trasmision vectorial (OMS, 2012). No obstante, sigue siendo una enfermedad prevalente
en el pais, por lo que es fundamental continuar con los esfuerzos realizados, orientados a
una adecuada vigilancia epidemiolégica, ademas de un diagnéstico y tratamiento precoz
de todos los individuos infectados, tanto en su fase aguda, como crénica indeterminada o
determinada, con el fin de modificar la evolucion natural de la enfermedad y evitar el
desarrollo de cardiopatias, que son la principal causa de muerte de los pacientes que

cursan con enfermedad de Chagas en su fase cronica.



2. Enfermedad de Chagas: agente causal, vectores y ciclo de vida

La enfermedad de Chagas es originada por el protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, perteneciente a la familia de los Tripanosomatideos, incluidos en el orden de los
Kinetoplastidos (Duffy, 2010). Estos se caracterizan por poseer ADN mitocondrial (KADN)
compuesto de maxicirculos y minicirculos, siendo éstos ultimos utiles en laboratorio, ya
que, por su elevado numero de copias por célula, pueden ser amplificados mediante PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) permitiendo su deteccion, y por ende, la del

parasito, con una alta sensibilidad (Ortiz et al., 2012).

A lo largo de su ciclo evolutivo, el parasito experimenta profundas alteraciones de forma,
que de algin modo, reflejan su adaptacion al medio en el que se localiza. Presenta cuatro
formas: amastigote, epimastigote, tripomastigote y tripomastigote metaciclico (Toso et al.,
2011).

En cuanto a la caracterizacion bioldgica del parasito, existen varios estudios que han
permitido establecer que tripomastigotes provenientes de diferentes vectores, reservorios
y zonas de un mismo pais tienen un comportamiento distinto al ser utilizados en estudios
con animales de laboratorio. Estas diferencias se expresan en los niveles de parasitemia y
tropismo por ciertos érganos, asi como en el desarrollo de diversas patologias en los
mamiferos infectados, incluyendo al ser humano, las que pueden ser dafios leves o hasta
la muerte. Estas caracteristicas tan variables han sido atribuidas a diversas causas, como
factores ambientales, inmunidad del hospedero, virulencia y patogenicidad del parasito,

asi como su transmision por diferentes vectores y hospederos (Garcia, 2011).

En Sudamérica son mas de 150 especies de mamiferos, tanto silvestres como
domeésticos, ademas del humano, que actian como reservorio de la enfermedad (Rassi et
al., 2012). La transmision natural de T. cruzi en la que interviene el vector, se lleva a cabo
en tres ciclos: el doméstico, en el cual el vector infesta de manera exclusiva la vivienda
humana en areas rurales y suburbanas; el peridoméstico, donde se mantienen alrededor
de nudcleos de poblacion humana, y el enzootico, que se presenta alejado de
asentamientos humanos y con participacion exclusiva de reservorios silvestres y ecotopos

naturales (Jercic et al., 2012).



Este parasito es transmitido a hospederos mamiferos, principalmente, mediante vectores
hemat6fagos del género Triatoma (Toso et al., 2011). Aunque se han identificado
alrededor de 140 especies de triatominos que podrian participar en la transmisién de T.
cruzi, s6lo unos cuantos son vectores competentes, dada su marcada adaptacion a los
humanos, a sus ambientes domiciliarios y peridomiciliarios. Entre ellos, los més
importantes son: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus y

Triatoma dimidiata (Rassi et al., 2010).

En Chile se conocen cuatro especies de vectores hemat6fagos involucrados en la
transmisién de T. cruzi: Triatoma infestans, Mepraia spinolai, Meparaia gajardoi y Mepraia
parapatrica, esta Ultima recientemente descrita. Estas especies son conocidas
comunmente con el nombre de vinchucas y ocupan distintos ecotopos, tanto silvestres,
como peridomésticos. En el pais, al igual que en el resto de Sudamérica, Triatoma

infestans es el principal vector de la enfermedad de Chagas (Jercic et al., 2012).

Ademas de la infeccidbn a través de vectores, se describen otros mecanismos de
transmisién, tales como: la congénita, transplantes de 6rganos, transfusion de sangre, via
oral y mediante accidentes de laboratorio (OMS, 2012). Dado que en varios paises del
continente se ha desarrollado un control eficaz, tanto de la transmision vectorial (ciclo
doméstico), como de la transfusional, otras formas de transmision han adquirido
relevancia en el tiempo, como la oral, debido al consumo de alimentos contaminados con

el parasito y la congénita (Toso et al., 2011).

En relacion al ciclo de vida, T. cruzi se desarrolla en organismos diferentes (insecto vector
y mamifero hospedero), presentando en cada uno de ellos una fase con dos estadios. En
el vector se encuentran los epimastigotes y los tripomastigotes metaciclicos y en el
hospedero mamifero se encuentran los amastigotes y los tripomastigotes sanguineos
(Duffy, 2010).

Cuando un triatomino infectado por T. cruzi se esta alimentando de sangre, su abdomen
se repleta y se estimula el reflejo de deyeccion, encontrandose en las heces u orina tanto
epimastigotes como tripomastigotes metaciclicos, siendo este ultimo la forma infecciosa
para el mamifero. Si las deyecciones de una vinchuca infectada son depositadas cerca de
una lesion en la piel del individuo, el tripomastigote metaciclico penetra a través de ésta
parasitando a las células de la dermis o terminard siendo fagocitado por células

polimorfonucleares (PMN) o monocitos que se hayan infiltrado en el tejido. Una vez en el

5



interior de la célula, se transformar4 en amastigote, la cual es la fase intracelular
replicativa del parasito. Después de varios ciclos de division binaria, éstos se
transformaran en tripomastigotes, los cuales lisaran a la célula que los contiene y seran
liberados al torrente sanguineo. De esta manera se diseminan hacia otros tejidos y
cuando un triatomino se alimenta de este mamifero infectado, los tripomastigotes
sanguineos infectaran al Triatoma y en su intestino se transformaran en epimastigotes,
que es la fase replicativa en el insecto, para posteriormente transformarse de nuevo en el
intestino posterior a tripomastigotes metaciclicos, siendo expulsados en las heces y orina

del triatomino cuando se alimente de nuevo (Kowalska et al., 2011).

3. Variabilidad genética de T. cruzi

El parasito Trypanosoma cruzi es un organismo cuya especie presenta gran variabilidad
genética. Una cepa o aislado de éste corresponde a una poblacién constituida por varios
clones, lo que conlleva a diferencias de comportamiento entre los distintos linajes, ya que
los organismos pertenecientes a una misma unidad estan comprendidas por cepas que
son mas parecidas entre ellas que con el resto de la poblacién, pudiendo ser identificables

por marcadores genéticos, moleculares y/o inmunolégicos (Duffy, 2010).

Actualmente las poblaciones naturales del parasito se clasifican en seis unidades
discretas de tipificacion o UDTs (Tc I, Tc Il, Tc lll, Tc IV, Tc V y Tc VI), las cuales
aparentemente se distribuyen diferencialmente entre las diversas especies de triatominos,
hospedadores mamiferos y habitats en distintas areas geograficas dentro de las Américas
(Ceballos, 2010).

El rol que esta diversidad genética tiene en los escenarios clinicos de las diferentes
regiones endémicas es alun en gran parte desconocido, sin embargo, la heterogeneidad
de las cepas de T. cruzi es considerada uno de los principales factores implicados en las
diferentes manifestaciones clinicas que se presentan en la enfermedad de Chagas. De
esta forma, el curso clinico de la infeccién crénica puede ser el resultado de las complejas
interacciones entre la variabilidad genética de las cepas de T. cruzi, la inmunogenética del

hospedero y las caracteristicas eco-epidemiolégicas de la infeccion (Moreira et al., 2013).



En este sentido, se han realizado diversas investigaciones orientadas a comprender la
estructura de la poblacion del parasito y la asociacién entre la distribucion geogréfica de
los principales genotipos de éste, los ciclos de transmision y las manifestaciones clinicas
de la enfermedad, donde s6lo unos pocos estudios han revelado una asociacion entre los
subgrupos de parasitos prevalentes y la presentacion clinica de la enfermedad de Chagas
en &reas geograficas especificas.

Dentro de este contexto, si bien, todas las cepas de T. cruzi pueden causar la enfermedad

en humanos, se describen las siguientes caracteristicas para los distintos genotipos:

e Tc I: de todas las UDTs de T. cruzi, es el genotipo més abundante y ampliamente
distribuido en América, concentrandose la infeccibn humana en Centroamérica y
en paises del Norte de Sudamérica (Mantilla et al., 2010). Este genotipo estaria
relacionado tanto con ambientes silvestres, como domésticos, siendo en este
ultimo mas prevalente (Ceballos, 2010). Es considerado la causa principal de los
casos agudos en humanos (Zingales et al., 2012) y es asociado con el desarrollo
de cardiopatias en casos cronicos de la enfermedad (Guhl et al., 2013).

e Tc Il, Tc V y Tc VI: se describe que estarian mas asociados con ambientes
antropicos, siendo mas prevalentes en paises del cono Sur (Ceballos, 2010).
Estos genotipos se consideran causa de la enfermedad de Chagas croénica, con
manifestaciones cardiacas, megaeséfago y megacolon concomitante (Guhl et al.,
2013).

e Tc Il y Tc IV: ambos linajes se relacionarian mas con ambientes silvestres
(Ceballos, 2010), donde a pesar de que las infecciones en humanos por estos
genotipos rara vez son documentadas, Tc IV es la segunda cepa mas prevalente
causante de enfermedad de Chagas en Venezuela (Guhl et al., 2013). Mientras
que, ambas UDTs nunca han sido evidenciadas en Chile, inclusive en
investigaciones con un gran tamafio de muestras (Garcia et al., 2013). Si bien Tc
[l no ha sido detectado en infecciones crénicas en humanos, ha sido aislado en

perros domésticos en Paraguay, Brasil y Argentina (Guhl et al., 2013).



Hay investigaciones que indican la existencia de 52 géneros de mamiferos infectados
naturalmente con Tc |, con representantes de Marsupialia, Rodentia, Primata, quirépteros,
Xenartha, Carnivoros y artiodactilos, en orden de abundancia, asi como también los
principales géneros de insectos triatominos (Zingales et al.,, 2012). Por lo cual es
fundamental comprender que los reservorios son de gran importancia, debido a que
mantienen el ciclo de la enfermedad y son posibles fuente de infeccién ante los controles

vectoriales realizados.

4. Aspectos clinicos de la enfermedad de Chagas

En la enfermedad de Chagas se distinguen dos fases clinicas: una fase aguda y otra fase
cronica, siendo esta Ultima subdividida en fase crénica indeterminada y fase crénica

determinada (Rassi et al., 2012).

Después de la infeccién por T. cruzi en humanos, se reconoce una fase aguda sélo en el
1% al 2% de los individuos infectados (Zingales et al., 2012), caracterizada por una
elevada parasitemia y por ser generalmente asintomatica. Sin embargo, también se
pueden presentar sintomas leves que se extienden por dos a cuatro meses (Apt et al.,
2011).

Los individuos sintomaticos pueden presentar: fiebre, que suele persistir por un periodo de
dos a cuatro semanas, signos de puerta de entrada o chagoma de inoculacion. Cuando la
infeccion se produce cerca del ojo se puede originar el signo de Romana (edema
bipalpebral, unilateral, duro, dacreoadenitis y adenopatia satélite); otros sintomas son:
cefalea, anorexia, malestar, mialgias, debilidad, nauseas, vomitos, edema, diarrea,

hepatomegalia, esplenomegalia y linfoadenopatia local o generalizada (Toso et al., 2011).

En este periodo puede haber compromiso cardiaco, que se manifiesta como una
miocarditis. El paciente puede presentar taquicardia e hipotension, a veces existe ritmo de
galope y en algunos casos pueden llegar a insuficiencia cardiaca congestiva. En menos
del 5% al 10% de los casos sintomaticos de la fase aguda puede ocurrir muerte como

resultado de miocarditis severa o meningoencefalitis, 0 ambos (Apt et al., 2011).



En cuanto a la presentacion clinica de la enfermedad de Chagas contraida por
transmision oral, ésta es distinta a la observada con las formas tradicionales de infeccion.
Después de una latencia de cinco dias post-ingesta de un alimento contaminado con el
parésito se expresa la enfermedad con una manifestacion aguda, como resultado de la
cual los pacientes desarrollan una miocarditis grave (Toso et al., 2011). La morbilidad y la
mortalidad pueden variar dependiendo de la carga parasitaria y del genotipo del parasito
ingerido (Zingales et al., 2012). La mayoria de estas infecciones se asocian con brotes en
distintas localidades, con mayor frecuencia en la regibn amazonica, causadas por la

infeccién con Tc I, y en menor grado, por Tc llly Tc IV (Guhl et al., 2013).

El curso agudo de la enfermedad de Chagas habitualmente es benigno en individuos
inmunocompetentes y se resuelve espontaneamente en el 90% de los casos, incluso sin
tratamiento (Rassi et al., 2010). No obstante, algunos individuos pueden evolucionar a un
estado cronico indeterminado de la enfermedad, caracterizado por la ausencia de
sintomas cardiacos, digestivos, entre otros, a pesar de presentar parasitemia y serologia
positiva a la presencia de T. cruzi (titulos positivos a IgG bajos), ademas de la presencia
de exadmenes de laboratorio rutinarios normales, tales como electrocardiograma y
radiografias (Apt et al., 2010). Aproximadamente el 1% al 2% de las personas con la
forma indeterminada de la enfermedad, cada afio desarrolla lesiones en el corazén o en el
tracto gastrointestinal, mientras que el resto de la poblacién podria permanecer

asintomaticos durante décadas, si no el resto de sus vidas (Zingales et al., 2012).

En relacion a la transmisién congénita de la enfermedad de Chagas, su incidencia se
estima en mas de 15.000 casos al afio en las Américas y corresponde a uno de los
principales modos de transmisién en paises no endémicos (Apt et al., 2010). Si bien,
diversos estudios se han realizado con el fin de determinar los factores que podrian influir
en la transmision del parasito al feto, ain es materia, en gran parte, desconocida. Segun
Zingales et al (2012), se ha evidenciado en casos de infecciones congénitas que todas las
UDTs de T. cruzi estan presentes, excepto Tc IV, en paises como Argentina, Bolivia,
Chile, Colombia y Paraguay, lo cual abre paso a nuevas interrogantes en la investigacion
sobre este tema y demuestra el interés existente en dilucidar la presencia de asociacion
entre las diversas manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas y la variabilidad

genética de T. cruzi.



4.1 Cardiopatia chagésica crénica

Los pacientes que evolucionan hacia la fase crénica determinada de la enfermedad de
Chagas, presentan manifestaciones clinicas asociadas en un 30% a cardiopatias y en un
10% a megaformaciones digestivas. En esta etapa existe una parasitemia baja, con titulos
elevados de anticuerpos en pacientes inmunocompetentes (Apt et al., 2010).

En Chile y Brasil, la cardiopatia chagéasica crénica (CCC) corresponde al 30% de los
casos en personas infectadas, siendo la principal causa de discapacidad y mortalidad en
estos individuos (Zingales et al., 2012). En un comienzo la CCC puede ser asintomatica,
pero con evidentes alteraciones electrocardiograficas. Los sintomas mas frecuentes son
las palpitaciones y disnea de esfuerzo, siendo la insuficiencia cardiaca la progresion de la
cardiopatia. Las arritmias son frecuentes y variadas, todos signos de mal prondstico. El
blogueo atrio-ventricular (A-V), mas el bloqueo completo de la rama derecha, con o sin
hemibloqueo anterior izquierdo, son sugerentes de esta patologia. En corazones dilatados
se presentan fendbmenos tromboembdlicos que pueden ocasionar infartos pulmonares y
cerebrales (Apt et al., 2010). Existe fibrosis miocardica focal o extensa, que originan
microaneurismas de la punta del ventriculo izquierdo, lesiéon que resulta de la destruccién
de las células del miocardio debido a la accién directa del parasito, la respuesta

inflamatoria y la afeccién neuronal (Zingales et al., 2012).

La patogénesis de la CCC aun no es totalmente comprendida, existiendo diversos
estudios que atribuyen distintos mecanismos implicados en ella. Ejemplo de lo anterior, es
lo propuesto en la hip6tesis autoinmune, donde se describe que el dafio cardiaco en la
fase crénica de la enfermedad podria ser originado por autoanticuerpos que reaccionan
contra las distintas cepas de T. cruzi y antigenos propios del hospedero, al mantener
bajos niveles de parasitemia (Venegas et al., 2009). Otra teoria propone el modelo
histotrépico clonal de la enfermedad de Chagas, el cual atribuye la interaccion molecular
entre la superficie celular de los clones de T. cruzi y el tejido del huésped como la base
mas probable para este tropismo, convirtiéndose en un factor determinante para el curso

clinico de la enfermedad (Ferreira et al., 2012).
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En la actualidad se considera que, si bien los autoanticuerpos existen en la CCC,
constituyen un epifendmeno y no la causa de la patologia, esta Ultima seria originada por
la presencia del parésito. Es necesario realizar nuevas investigaciones sobre el tema para
aclarar mejor los mecanismos de accion de T. cruzi, debido a que, hoy en dia, no hay
resultados concluyentes sobre la relacion entre el parasito y el desarrollo de una forma
clinica especifica de la enfermedad de Chagas.

5. Diagnéstico de laboratorio

El diagnéstico durante la fase aguda de infeccibn se basa principalmente en la
demostracion de parasitos en sangre periférica, tripomastigotes especificamente, a través
de un frotis, o después de tincién (gota gruesa) o mediante métodos de concentracion
como microhematocrito. La identificacion por estas técnicas es generalmente posible sélo
durante la semana inicial de la enfermedad. Otro método diagndstico usado es la biopsia
de linfonodos, musculo esquelético y de piel, cuando existe sospecha de chagoma de

inoculacion (Rassi et al., 2012).

La técnica de eleccién para identificar infeccion congénita es el microhematocrito, debido
a su mayor sensibilidad y a la pequefa cantidad de sangre necesaria. EI examen
microscopico de sangre, obtenida desde el cordén umbilical o sangre periférica del recién
nacido, se recomienda durante el primer mes de vida. Si los resultados son repetidamente
negativos o si la prueba no se realiza temprano en la vida del bebé, debe hacerse la
prueba de anticuerpos IgG anti-Trypanosoma cruzi después de los ocho meses de edad,

cuando los anticuerpos maternos ya no estan presente en el lactante (Rassi et al., 2010).

El xenodiagnéstico, con un examen inicial de los parasitos y la basqueda de anticuerpos
especificos de clase IgM a través de inmunofluorecencia indirecta, son otros métodos

diagnésticos alternativos de la fase aguda (Rassi et al., 2012).

Para realizar el diagnoéstico durante la fase crénica de la enfermedad, debido a que la
parasitemia es baja, se necesita al menos dos diferentes métodos seroldgicos para ser
detectada. Generalmente test de ELISA, inmunofluorescencia indirecta o
hemoaglutinacién indirecta son utilizados para confirmar el diagndstico, ya que poseen

alta sensibilidad y aceptable especificidad (Rassi et al., 2010).
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Para confirmar el diagndstico en individuos infectados que cursan la fase crénica y donde
la serologia da resultados dudosos, un examen por PCR convencional podria ser util. Es
importante definir que obtener resultados negativos en repeticiones de PCR de muestras
de sangre, no indica necesariamente que el parasito no esté presente, en dicha situacion,
es mejor sefalar que estos resultados son indicativos de la ausencia de ADN del parasito
en el momento de la prueba (Rassi et al., 2012).

6. Tratamiento etioldgico

Los Unicos medicamentos con eficacia probada contra la enfermedad de Chagas
corresponden a Nifurtimox y Benznidazol, siendo este ultimo el que posee la mejor
seguridad y perfil de eficacia, por lo que es generalmente utilizado como primera linea de
tratamiento (Rassi et al., 2010). Ambos medicamentos son eficaces casi al 100% para
curar la enfermedad si se administran al comienzo de la infeccién, en la etapa aguda, sin
embargo, su eficacia disminuye a medida que transcurre mas tiempo desde el inicio de la
infeccion. Los posibles beneficios de la medicacién para prevenir o retrasar el avance de
la enfermedad de Chagas deben sopesarse contra la duracion prolongada del tratamiento
(hasta dos meses) y las posibles reacciones adversas, presentes hasta en un 40% de los
pacientes tratados (OMS, 2012).

El tratamiento anti-tripanosomal es recomendable para todos casos de infeccion aguda,
congénita, infecciones reactivadas, también para todos los nifios infectados y para los
pacientes sobre 18 afios de edad con enfermedades crénicas. Este tratamiento
farmacologico debe ser ofrecido a adultos entre 19 a 50 afilos que no presenten avanzada
enfermedad cardiaca producto la infeccion. Es opcional para individuos infectados
mayores de 50 afios, debido a que no se ha demostrado beneficios en esta poblacion. Por
el contrario, el tratamiento anti-tripanosomal esta contraindicado durante el embarazo y en
pacientes con insuficiencia renal o hepética, y en general, en pacientes con enfermedad

de Chagas avanzada que presenten insuficiencia cardiaca terminal (Rassi et al., 2010).
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lIl. HIPOTESIS

Existe asociacion entre las distintas UDTs de T. cruzi y la presencia de patologia cardiaca
en pacientes que cursan con la etapa crénica de la enfermedad de Chagas.

V. OBJETIVO GENERAL

e Establecer si existe asociacion entre los distintos linajes de Trypanosoma cruziy la

presencia de patologia cardiaca en individuos con enfermedad de Chagas croénica.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Describir los linajes de Trypanosoma cruzi presentes en individuos cardiépatas y
no cardidpatas con enfermedad de Chagas croénica.

o Determinar la prevalencia de linajes de Trypanosoma cruzi presentes en individuos

cardiopatas y no cardiépatas con enfermedad de Chagas crénica.

e Determinar la asociacion entre las distintas UDTs de Trypanosoma cruzi y la

presencia de patologia cardiaca en individuos con enfermedad de Chagas croénica.
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VI. MATERIAL Y METODO

1. Grupo en estudio

El estudio se realizé en individuos con enfermedad de Chagas cronica, procedentes de
distintas areas rurales y urbanas de la Region de Coquimbo (Combarbald, lllapel y
Salamanca). Los participantes aceptaron ser parte del estudio (Proyecto Fondecyt
1120382) mediante Consentimiento Informado (Anexo Nro. 1), aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo Nro. 2).

La edad promedio del grupo en estudio fue de 51 afos (intervalo: 20-79 afos). 36 de ellos
son de género femenino y 14 de género masculino. Las muestras corresponden a casos
estudiados durante un periodo de un afio y para su obtencion fue necesario el traslado de

los pacientes desde provincia a Santiago.

2. Criterios de conformacién del grupo en estudio

Se incluyeron en el estudio individuos con enfermedad de Chagas cronica, confirmada
mediante serologia convencional (ELISA IgG e IFI-IgG) y la presencia de parasitemia
positiva a T. cruzi, determinada a través de PCR convencional. Junto con ello, se
selecciond a los individuos que contaran ademas con un estudio electrocardiogréfico y

muestras de ADN para la realizacion de los ensayos de hibridacién posteriores.

2.1 Electrocardiograma

A cada individuo en estudio se le realiz6 electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones y fue
interpretado por un cardiélogo especialista a doble ciego. Los resultados fueron agrupados
en ECG normales y alterados, segun criterios internacionales establecidos (ACC/AHA,
2009).
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2.2 Muestras biologicas

Se dispuso de 5 ml de sangre periférica de cada individuo que conforma la poblacion en
estudio, la cual fue obtenida mediante puncién venosa y recibida en tubo venoject, que
contenia igual volumen de solucion de Guanidina - HCI 6 My EDTA 0,2 M (preservante y
anticoagulante, respectivamente). Todas las muestras fueron incubadas a 98° C por 15
minutos, para favorecer la desconcatenacion de la red de minicirculos de Trypanosma

cruzi y se conservaron a -20° C hasta su uso.

2.3 Técnica de PCR convencional

La extraccion y purificacion de ADN fue realizado en 200 pl de sangre, previamente
preservada en Guanidina/EDTA, utilizando kit de extraccion QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen), segun instrucciones del fabricante. El ADN extraido se conservé a -20° C hasta

su amplificacion.

La técnica de PCR se realizé de acuerdo a lo descrito por Zulantay et al (2011), mediante
triplicado con los oligonucleétidos 121 y 122, que hibridan con las cuatro regiones constantes

presentes en los minicirculos de T. cruzi, obteniendo amplicones de 330 pb. Para su

ejecucion se us6 un volumen final de 20 pl, que contenia: 2,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de cada

dNTP, 0,5 uM de cada cebador (121 y 122) y 1 U de ADN polimerasa GoTaq (Promega).

El programa de amplificacion fue llevado a cabo en un termociclador TC 412 (Techne),
previa desnaturacion a 98° C por un minuto y 64° C durante dos minutos; 33 ciclos de un
minuto a 94° C, 64° C durante un minuto y 72° C por un minuto y una incubacion final a 72°C

durante 10 minutos.

Posteriormente, 10 ul del producto de PCR se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 2% durante aproximadamente 45 minutos a 110 volts, en buffer Tris Borato
EDTA (0,5 M) 1x con bromuro de etidio. Cada experimento incluyé 5 ul de marcador de 100
pb (Promega) y como controles de reaccién se utilizé un control positivo de ADN purificado
de T. cruzi cepa Tulahuén y un control de PCR negativo que contenia mix de reaccién sin

ADN, lo cual fue util ademas, para evaluar contaminacion en la preparacion del mix. Los
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amplicones obtenidos se visualizaron bajo luz ultravioleta. Finalmente se tomé fotografia

para registrar los resultados.

3. Disefo y clasificacion del grupo en estudio

De acuerdo a los resultados obtenidos en los trazados electrocardiograficos y en la
determinacion de parasitemia positiva a T. cruzi mediante PCR y serologia convencional,
la poblacién en estudio fue clasificada en dos grupos:

e Grupo de pacientes cardiopatas: constituido por 25 individuos chagésicos crénicos
con ECG alterado y parasitemia positiva.
e Grupo de pacientes no cardiépatas: constituido por 25 individuos chagasicos

cronicos con ECG normal y parasitemia positiva.

El disefio del estudio es comparativo, con caracter descriptivo, entre ambos grupos de

pacientes en estudio.

4. Bioseguridad

Para la realizacién de PCR convencional se aplicaron medidas de proteccién, tales como
guantes quirdrgicos y mascarilla, ademas de campanas de bioseguridad y flujo laminar.
En el caso del proceso de marcacion de sondas mediante la utilizacion de [a**P], éste fue
llevado a cabo por un profesional competente autorizado para realizar la labor (Anexo
Nro. 3), donde el desempefio de ésta cumple con las especificaciones contenidas en el
D.S.N. N° 3/85 del Ministerio de Salud, en el cual se detallan las normas basicas de
proteccion radiolégica del personal expuesto, ademas de los requisitos especiales para el

manejo, almacenamiento y eliminacion de sustancias radioactivas.

5. Método de hibridacién con sondas

De cada producto de PCR, 10 pl fue sometido a electroforesis, transfiriéndose

posteriormente a membranas de nylon Hybond N + (Amersham, Little Chalfont, Reino
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Unido). Para fijar el ADN en las membranas se utilizo luz ultravioleta, luego éstas se
hibridaron durante toda la noche a 55° C con diferentes sondas de minicirculos de ADN
de T. cruzi marcadas con P* (1 x 10° cpm/membrana). A continuacion, las membranas de
nylon fueron sometidas a sucesivos lavados a diferentes condiciones de estringencia
(Ortiz et al., 2012).

Para la genotipificacion se llevo a cabo la construccion de sondas especificas mediante
amplificacién de la region variable de los minicirculos de T. cruzi. Los cebadores utilizados
para la generacién de la sonda fueron CV1 (5-GATTGGGGTTGGAGTACTAT-3") y CV2
(5-TTGAACGGCCCTCCGAAAAC-3), los cuales produjeron un fragmento de 270 pb. Las

sondas de ADN se marcaron utilizando el método del cebador aleatorio con [a?P] dCTP.

Se utilizaron las sondas especificas sp104cll (Tc | [clonet 19]), CBBcI3 (Tc Il [clonet 32]),
NRcI3 (Tc V [clonet 39]), y v195cll (Tc VI [clonet 43]); correspondientes a los cuatro
linajes de T. cruzi mas frecuentes en Chile, y con las cuales se espera detectar los
siguientes linajes complementarios a ellas: Tc I, Tc Il, Tc V y Tc VI. Los perfiles de

hibridacion fueron analizados segun condiciones descritas (Ortiz et al., 2012).

6. Analisis estadistico

La informacién que se obtuvo en la determinacién de clones infectantes de T. cruzi se
ingres6 a una base de datos construida para este efecto en el programa SPSS v. 19.0. La
comparacion de prevalencias de los linajes de Trypanosoma cruzi entre los grupos en
estudio se analiz6 mediante la prueba exacta de Fisher, ya que las variables a considerar
son cualitativas, donde valores de p < 0,05 se consideraron significativos. El analisis

descriptivo fue realizado mediante tablas y porcentajes.
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VIl. RESULTADOS

1. Deteccion de la presencia de KDNA de T. cruzi mediante PCR convencional

en pacientes chagasicos crénicos cardidpatas y no cardidpatas.

En esta etapa del estudio se consideraron resultados de PCR positivos a enfermedad de
Chagas todas aquellas muestras que presentaron, en la electroforesis en gel de agarosa
2%, una banda de 330 pb producto de la amplificacién de los minicirculos de kDNA de T.
cruzi. Posteriormente, para determinar como positivo o0 negativo el resultado final de la
evaluacion de cada condicién, se considerd un resultado positivo al paciente que presento
al menos positividad en una de las pruebas realizadas (PCR, serologia y/o
xenodiagnadstico). De igual forma, se considerd un resultado negativo aquellos casos que

en todo tipo de pruebas dieron resultados negativos.

El PCR aplicado a las 50 muestras de sangre de sujetos con enfermedad de Chagas
crénica, evidencié que 24 (96%) de los individuos que conforman el grupo de pacientes
cardiépatas presentan positividad en la prueba, detectandose la presencia del parasito,
mientras que, sélo un caso (4%) no amplificé para T. cruzi. En el grupo de pacientes no
cardidpatas, existen dos casos (8%) que no amplificaron para T. cruzi, sin embargo, estas
tres muestras presentan positividad a enfermedad de Chagas segun las pruebas
previamente efectuadas de serologia y xenodiagnéstico (XD). La Figura 1 corresponde a
una imagen representativa de los casos de ambos grupos en estudio. Los resultados de
esta etapa se encuentran resumidos en la Tabla 5, Anexo 4. junto con los obtenidos

previos a la realizacion de este estudio (XD, serologia y ECG).

No cardiopatas Cardiopatas
M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

330 pb >

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2% desde los productos de T. cruzi
amplificados por los primers kinetoplastidicos 121-122, que generan una banda especifica
de 330 pb (M) en muestras de individuos con enfermedad de Chagas. El primer grupo de
carriles desde el numero 1 al 5 corresponden a individuos chagéasicos no cardidpatas. Los
carriles siguientes desde el nimero 1 al 5 corresponden al grupo de pacientes cardiépatas.
Para el grupo no cardidpatas, el carril 1 no amplifica para T. cruzi.
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2. Genotipificacion mediante hibridacion con sondas especificas para T. cruzi

en muestras de pacientes chagasicos crénicos cardiépatas y no cardidpatas.

Para llevar a cabo la determinacién de genotipos de T. cruzi, a partir de los productos
amplificados por PCR convencional, se utilizo la totalidad de las muestras de pacientes
cardidpatas y no cardiopatas en estudio. La Figura 2 corresponde a una imagen
representativa de los perfiles de hibridacion resultantes en los experimentos realizados en
ambos grupos de pacientes. En el Anexo 5, Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos
en la determinacién de linajes infectantes de T. cruzi, mediante hibridacién con sondas

especificas en muestras de pacientes de ambos grupos en estudio.

CBB (Tc ll)

NR (Tc V)

V195 (Tc Vi)

Figura 2: Resultados de hibridacién en muestras de pacientes chagasicos
crénicos no cardidpatas y cardiopatas. (A) Presenta el resultado de la electroforesis
de los productos de PCR obtenidos desde las muestras de sangre periférica de los
pacientes en estudio. Los perfiles de hibridacién obtenidos con sondas especificas para
genotipos correspondientes a Tc |, Tcll, Tc Vy Tc VI, se muestran en (B), (C), (D) y (E),
respectivamente. Amplicones de 330 pb representan un ensayo positivo. Grupo no
cardiépatas: 1, 4 y 5 no presentan hibridacion positiva. 2 y 3 hibridacién con Tc V.
Grupo cardiopatas: 1 y 3 no presentan hibridacion positiva. 2, 4 y 5 corresponden a
hibridaciones positivas mixtas.
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2.1 Andlisis de datos

A partir del analisis de los perfiles de hibridacion se obtuvo que 13 (52%) de las 25
muestras de individuos cardidépatas presentaron hibridacion positiva para al menos un
genotipo de T. cruzi, con un total de 19 hibridaciones, mientras que 12 (48%) del total de
estos casos no mostraron sefal de hibridacion. Del mismo modo, diez (40%) de los 25
casos de pacientes no cardiopatas presentaron hibridacién positiva para al menos un
genotipo de T. cruzi, con un total de 12 hibridaciones, mientras que, en 15 (60%) de estos
casos no se observé sefial de hibridacion para alguna de las sondas con las que se

realizé este analisis, por lo cual no fue posible determinar el genotipo infectante (Tabla 1).

Tabla 1: Hibridacion en pacientes cardiépatas y no cardidpatas con enfermedad de Chagas
cronica.

GRUPO DE PACIENTES

Hibridacion Cardiépatas No cardiopatas
n % n %

Positiva 13 52 10 40
Negativa 12 48 15 60
Total 25 100 25 100

En relacién a los tipos de infeccion encontradas (Tabla 2), diez (76,9%) de los pacientes
cardiopatas que presentaron hibridacion positiva mostraron infeccién con un solo linaje de
T. cruzi (infeccidn simple), mientras que tres (23,1%) de las muestras de estos pacientes
corresponden a infecciones mixtas (infeccién con dos o méas cepas de T. cruzi). Asimismo,
de los pacientes no cardibpatas que presentaron hibridacion positiva, se observé la
presencia de infeccion simple en nueve (90%) de ellos, mientras que en uno (10%) de los

casos se evidenci6 infeccion del tipo mixta.
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Tabla 2: Tipos de infeccion presentes en pacientes cardidpatas y no cardiépatas con enfermedad
de Chagas crénica.

GRUPO DE PACIENTES

_TiDOS_OJe Cardi6patas No cardi6patas
infeccion

n % n %

Simple 10 76,9 9 a0

Mixta 3 23,1 1 10

Total 13 100 10 100

En la Tabla 3 se muestran los genotipos de T. cruzi presentes en ambos grupos de
pacientes de acuerdo a los distintos tipos de infeccion encontradas, en la cual se describe
para los pacientes cardidpatas con hibridacion positiva la presencia de infeccién simple en
un 69,2% con el genotipo Tc V y en un 7,7% con Tc VI; también se observa la presencia
de infecciones mixtas producidas por: Tcl+ Tcll+ Tc Venun 7,7% y en el 15,4% con Tc
I+ TcV+Tc VL

De igual modo, del total de individuos no cardi6patas con hibridacién positiva se observa
la presencia de infeccién simple con los genotipos Tc |y Tc Il (ambos en un 10%), ademas
de Tc Venun 40% y Tc VI en un 30%; también se observa la presencia de infeccion mixta

en un 10% con los genotipos Tc Il + Tc V + Tc VI.

Al aplicar el test exacto de Fisher (p<0,05) se determiné que la presencia de patologia
cardiaca en pacientes chagasicos crénicos es independiente (p-value=0,60) del tipo de

infeccién encontrada en estos individuos, sea ésta simple o mixta.

Tabla 3: Genotipos de T. cruzi implicados en los distintos tipos de infeccién presentes en pacientes
cardidpatas y no cardiopatas con enfermedad de Chagas crénica.

. . RUPO DE PACIENTE
Genotipos de T. cruzi GRUPO c S

implicados segun tipos de Cardidépatas No cardiépatas

infeccién
n % n %

Simple Tc| 0 0 1 10
Tcll 0 0 1 10
TcV 9 69,2 4 40
Tc VI 1 7,7 3 30

Mixta Tcl+TcV+TcV 1 7,7 0 0

Tcll+TcV+Tc VI 2 15,4 1 10
Total 13 100 10 100
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De la tabla anterior se observa la presencia de infeccion simple producida por los
genotipos Tc | y Tc Il sélo en individuos no cardidpatas, sin embargo, esta asociacion al
aplicar el test exacto de Fisher (p<0,05) no es estadisticamente significativa (p-value=0,47
para ambos), por lo cual, las infecciones simples producidas por dichos genotipos de T.
cruzi no estarian relacionados con cardiopatia chagasica cronica. Al mismo tiempo, se
puede apreciar que Tc V y Tc VI estdn implicados en infecciones simples en ambos
grupos en estudio, considerdndose la infeccibn producida por el genotipo Tc V
estadisticamente significativa (p-value=0,05), relacionandose con la cardiopatia chagasica

cronica, a diferencia de la infeccién causada por Tc VI (p-value=0,30).

Al realizar comparacion entre los genotipos de T. cruzi implicados en las infecciones
mixtas mediante el test exacto de Fisher (p<0,05), se determind que no existen diferencias
significativas para las infecciones producidas por Tc | + Tc V + Tc VI (p-value=1,00) y Tc lI
+ Tc V + Tc VI (p-value=1,00), por ende, no se asociarian con cardiopatia chagasica

cronica.

Para determinar la frecuencia de cada genotipo se tomaron los resultados obtenidos en
los perfiles de hibridacién y se determind cuan presentes estaban en ambos grupos de

pacientes en estudio (Tabla 4).

Tabla Nro. 4: Frecuencias de genotipos de T. cruzi en muestras de pacientes cardiépatas y no
cardiépatas con enfermedad de Chagas cronica.

GRUPO DE PACIENTES

GENOTIPOS Cardidpatas No cardidpatas
T. cruzi '
% n %
Tcl 1 4 1 4
Tc ll 3 12 2 8
TcV 12 48 5 20
Tc Vi 3 12 4 16
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En el grupo de pacientes cardiopatas se encontré presente Tc | en 1/25 casos, Tc Il en
3/25 casos, Tc VIl en 3/25 casos y Tc V se observé en 12 de las 25 muestras. En cambio,
en el grupo de pacientes no cardidpatas se encontrd presente Tc | en 1/25 casos, Tc Il en
2/25 casos, Tc VI en 4/25 casos y Tc V en 5/25 de los casos.

Se puede observar que el linaje de T. cruzi mas prevalente, tanto en individuos
cardiépatas, como en los no cardiépatas, fue Tc V encontrandose presente en el 48% y
20% de los casos, respectivamente, mientras que, el linaje menos prevalente en ambos

grupos fue Tc |, presente en el 4% de las respectivas muestras.

Utilizando el test exacto de Fisher (p<0,05) se determiné que existe una asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de patologia cardiaca en pacientes
chagdasicos croénicos y la infeccion especifica por Tc V (p-value=0,01), mientras que, los
resultados para Tc |, Tc Il y Tc VI no fueron significativos (p-value=1,00, p-value=1,00, p-
value=0,65, respectivamente), es decir, no existiria relacién entre dichos genotipos y la
presencia de cardiopatia en pacientes que cursan con la fase cronica de la enfermedad

de Chagas.
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VIII. DISCUSION

La enfermedad de Chagas es una infeccion parasitaria caracterizada por un marcado
pleomorfismo clinico, lo cual ha sido objeto de estudio constante a través de los afios, en
donde varios autores han atribuido esta caracteristica al posible histotropismo existente
en las diversas cepas de T. cruzi (Vago et al., 2000; Venegas et al., 2009; Burgos et al.,
2010; Ferreira et al., 2012).

Dentro de esta linea de investigacion, y con el fin de establecer si existe alguna relacion
entre la cardiopatia chagasica crénica y los distintos UDTs de T. cruzi, el presente estudio
aporta al desarrollo de este tema al determinar que sélo la infeccién especifica por el
genotipo Tc V presenta diferencias significativas entre los pacientes cardiépatas y no
cardiépatas en muestras de sangre periférica, por lo tanto, estaria asociado con la
presencia de cardiopatia en individuos chagasicos crénicos, describiéndose su predomino

en el 48% de estos casos.

Estudios previos realizados en el norte de Chile sobre la prevalencia de linajes de T. cruzi
circulantes en pacientes chagasicos crénicos, también han demostrado que Tc V se
encuentra presente con mayor frecuencia en estos individuos (Arribada et al., 1990; Solari
et al., 2001), lo cual reafirma los resultados obtenidos en la presente investigacion. Sin
embargo, difieren de lo evidenciado en paises del cono Sur, donde las formas cardiacas

de la enfermedad de Chagas son causadas principalmente por Tc Il (Guhl et al., 2013).

Del mismo modo, los antecedentes revelados contrastan completamente con lo expuesto
por otros autores en el Norte de Suramérica, donde la infeccién por Tc | es relacionada
con la presencia de cardiopatia en individuos chagasicos crénicos en paises como
Colombia (Ramirez et al., 2010; Génzalez et al., 2010) y Venezuela (Afiez et al., 2009),
ademas de ser el linaje de T. cruzi predominante en infecciones humanas. Esto discrepa
con la presente investigacion, donde las infecciones detectadas por Tc | fueron muy poco
prevalentes, tanto en pacientes chagésicos crénicos cardiopatas como no cardiopatas,
representando un 6,45% (2/31) del total de hibridaciones positivas, no existiendo
diferencias significativas entre ambos grupos para el linaje en cuestion, por lo cual Tc | no
se relacionaria con anomalias cardiacas en individuos con enfermedad de Chagas
cronica en Chile. No obstante, en el estudio llevado a cabo por Afiez et al (2009), no se

puede descartar una caracterizacion sesgada de parasitos, debido a que las condiciones
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de cultivo en laboratorio posibilitarian un crecimiento de genotipos distintos a los
encontrados en un medio ambiente sin intervencién o, producto de la amplificacion
diferenciada de linajes en triatominos, de tal manera que las poblaciones de parasitos
disponibles para ese estudio en cuestion pueden ser diferentes de aquellos que realmente
se asocian a las manifestaciones clinicas (Guhl et al., 2013).

En un 66,7% (2/3 casos) de las infecciones mixtas en pacientes cardiopatas con
hibridacion positiva fueron producidas por Tc Il + Tc V + Tc VI. Esto concuerda con la
literatura, en donde se sefiala que estos genotipos de T. cruzi podrian estar implicados en
la presencia de cardiopatia en la enfermedad de Chagas (Guhl et al., 2013), sin embargo,
en el presente estudio ésta asociacién no resulté ser estadisticamente significativa (p-
value=1,00). Burgos et al (2010), en Argentina, determiné a través del andlisis de biopsias
cardiacas de pacientes chagasicos crénicos que, si bien los linajes Tc ll, Tc V y Tc VI
estaban asociados a miocarditis moderadas o ausentes, la infeccion por Tc | era el
principal genotipo implicado en la miocarditis severa de estos individuos, concluyendo que

Tc | seria relevante en las formas severas de la cardiopatia chagasica.

Es importante precisar que los resultados obtenidos por Burgos et al (2010) para la
determinacion de T. cruzi se realizaron a partir de muestras de tejido cardiaco de
pacientes chagasicos crénicos, con el fin de analizar la diversidad genética del parasito
directamente en los tejidos infectados, ya que al igual que lo propuesto por otros trabajos
(Ramirez et al., 2010; Zafra et al., 2011; Guhl et al., 2013), las muestras obtenidas desde
sangre periférica no revelan necesariamente la dotaciébn completa de los linajes de
parasitos en pacientes individuales, debido a que una o varias cepas de T. cruzi pueden
ser secuestradas en los tejidos, con lo que la determinacion de la poblacién presente en el
torrente sanguineo de un individuo podria ser muy diferente a la poblacién de parasitos
que se encuentra causando dafio en el tejido cardiaco. Ante esta premisa es necesario
llevar a cabo nuevas investigaciones en nuestro pais, basadas en el estudio de muestras
de tejido cardiaco, con el fin de comparar los genotipos de T. cruzi que circulan en
pacientes chagasicos cronicos y los que probablemente estarian involucrados en la

produccion de dafios de érganos en pacientes infectados.
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Por ahora, la evidencia sugiere la existencia de diferencias en la distribucion de los
genotipos de T. cruzi implicados en infecciones de pacientes chagésicos crénicos con
cardiopatia, segun la region geogréfica de América Latina en la que se encuentren. Esto
tiene grandes implicancias epidemiolégicas, ya que al conocer la asociacion que posee un
linaje con el medio ambiente se pueden mejorar los mecanismos de control y prevencion
del mal de Chagas. Del mismo modo, la importancia de los resultados expuestos en esta
investigacion radica en la posibilidad de que Tc V pudiera ser un marcador de cardiopatia
en Chile, permitiendo establecer, dependiendo del linaje infectante en cada caso, qué
personas van a desarrollar esta patologia durante la fase crénica indeterminada de la
enfermedad y quiénes se mantendran por el resto de su vida en ese periodo, pudiendo
proporcionar a futuro un prondstico de la progresion de la enfermedad. Sumado a lo
anterior, la identificacion de el o los genotipos presentes en un paciente con enfermedad
de Chagas permitiria realizar un tratamiento diferencial en funcion de la cepa infecciosa,
ya que estudios realizados indican la existencia de diferencias en cuanto a la respuesta al
tratamiento entre ciertos genotipos, donde al parecer Tc Il es menos resistente a drogas
bactericidas tripanocidas que Tc |, el cual presenta una mayor resistencia a éstas (Apt y
Zulantay, 2011), por lo cual, seria interesante realizar nuevas investigaciones que

incluyeran otros linajes de T. cruzi.

Por otra parte, el presente estudio, en relacion al éxito de identificacion de linajes
infectantes hallados en ambos grupos en estudio, sefiala que el 54% (27/50) de los casos
no mostro sefial de hibridacion para alguna sonda especifica de T. cruzi, lo cual puede ser
atribuido, en los casos n° 6, 9, 17 y 21 en pacientes cardidépatas y en los casos n° 12, 13,
15y 18 en individuos no cardiopatas, a los bajos rendimientos en la amplificacion del ADN
del parasito mediante ensayos de PCR, producto de una baja parasitemia presente en las
muestras de sangre de pacientes en fase crénica de la infeccion, determinando de este
modo una hibridacién sin éxito (Diez et al., 2010). No obstante, si bien se ha descrito en
nuestro pais la presencia de Tc I, Tc Il, Tc V y Tc VI (Solari et al., 2001), no es posible
descartar completamente la presencia de otras UDTs infectantes en los sujetos del
estudio, ya que en nueve (36%) de las muestras de pacientes no cardiopatas (casos n°: 4,
5,7, 8,14, 20, 21, 22 y 23) y en siete (28%) de los casos con cardiopatia (muestras n° 1,
3, 11, 12, 13, 14 y 19), se generd una banda de 330 pb que indica la presencia de
producto amplificado correspondiente al ADN kinetoplastidico del parasito, sin embargo,

no hay presencia de sefial de hibridacion para las cuatro sondas especificas utilizadas.
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En concordancia a lo recién expuesto, es posible que estos pacientes en particular
posean otro tipo de linaje circulando, distinto a los ya descritos, por lo que disponer de
sondas para otras UDTs seria de gran utilidad en estudios posteriores para determinar
con mayor certeza los genotipos infectantes, para lo cual es necesario realizar nuevos

ensayos de caracterizacion de cepas circulantes en regiones endémicas del pais.
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IX. CONCLUSION

A través de hibridacion con sondas especificas para distintas UDTs de T. cruzi, de los
productos amplificados por PCR desde muestras de pacientes chagésicos cronicos
cardiopatas y no cardiopatas, se logré determinar los clones infectantes del parésito
presentes en ellas.

La infeccibn menos predominante, en individuos cardiépatas y no cardidpatas con
enfermedad de Chagas cronica, fue producida por Tc |, corroborando lo propuesto por
otros autores, donde establecen que las infecciones producto de este genotipo no son

prevalentes en nuestro pais.

El andlisis estadistico de los resultados permiti6 establecer una asociacion entre la
presencia de patologia cardiaca, en individuos con enfermedad de Chagas croénica, y la

infeccidn especifica por Trypanosoma cruzi V.
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XI. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado proyecto Fondecyt 1120382.
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Anexo 2: Acta de aprobacion proyecto de investigaciéon en seres humanos, Fondecyt
1120382.
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Anexo 3: Autorizacion de desempefio en instalaciones radioactivas de 22 categoria, en

laboratorios de baja radiotoxicidad.




Anexo 4, Tabla 5: Resultados de la determinacion de parasitemia positiva a T. cruzi

mediante pruebas de PCR-S, serologia y xenodiagnéstico (XD), ademas de la

clasificacion de los casos, segun resultados obtenidos en electrocardiograma (ECG).

PACIENTES NO CARDIOPATAS

1 o) (+) 1/80 ©) N

3 +) (+) 1740 “) N

5 *) (+) 1/160 © N

7 *) (+)1/160 ) N

9 +) (+) 1/160 (+) N

11 *) (+) 1/160 ©) N

13 *) (+) 1/160 O N

15 *) (+) 1/160 ©) N

17 *) (+) 1/160 ©) N

19 *) (+)1/160 0 N

21 *) (+)1/160 0 N

23 *) (+) 1/160 0 N

25 *) (+) 1/160 O N

PACIENTES CARDIOPATAS

1 +) (+) 1/80 O] A

3 +) (+)1/160 +) A

5 +) (+)1/160 6 A

7 (+) (+) 1/40 ©) A

9 *) (+) 1/160 6 A

1 ) (+) 1/160 6 A

13 (+) s/m s/m A

15 +) (+) 1/160 6 A

17 ) (+) 1/160 6 A

19 () (+) 1/160 6 A

21 () (+) 1/160 6 A

23 () (+) 1/160 +) A

25 (%) (+) 1/160 @) A

Electrocardiograma (ECG) = N: normal, A: alterado.
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Anexo 5, Tabla 6: Resultados de la hibridacion con sondas especificas para la
identificacion de clones infectantes de T. cruzi, en muestras de pacientes con enfermedad
de Chagas cronica cardidpatas y no cardiopatas.

HIBRIDACION PACIENTES CARDIOPATAS HIBRIDACION PACIENTES NO CARDIOPATAS

7 Q] ) +) ) Simple 7 ¢ ) ¢ ) ND

Tipo de infeccién: ND: No determinada.
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