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RESUMEN

En la actualidad, la enfermedad de Chagas (ECh), es considerada una de las
‘enfermedades desatendidas” mas importantes del mundo y debido a sus
implicancias médicas, sociales y econdmicas constituye uno de los principales
problemas de salud publica de Latinoamérica. Se estima que 28 millones de
personas de la region estan expuestos a la infeccion y que la ECh es causa de
muerte a 14.000 personas cada afio, mucho mas que otras parasitosis en la
region, incluida malaria. La ECh causa discapacidad prematura, con un costo
anual de 667.000 afios de vida ajustados por discapacidad. Desde el punto de
vista diagndstico, la deteccion del parasito ha mejorado en forma considerable
desde la aplicacién de la Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR). No
obstante, la modalidad convencional (PCR Tiempo final), sélo permite detectar
la presencia de ADN de Trypanosoma cruzi circulante, mientras que la
aplicacion de PCR Tiempo Real (qPCR), modalidad cuantitativa de PCR,
permite obtener informacién sobre la carga parasitaria de T. cruzi circulante. El
objetivo de esta tesis fue cuantificar la carga de T. cruzi mediante gPCR en
sangre (qPCR-S) y deyecciones de triatominos alimentados mediante XD
(gPCR-XD) en 90 personas con ECh cronica, clasificados segun presencia o
ausencia de cardiopatia. Todos proceden de areas endémicas de Chile y
participaron en el estudio bajo Consentimiento Informado. La curva estandar
de gPCR se elaboré a partir de una concentracion conocida de ADN de T.
cruzi, realizando diluciones seriadas (1/10) en sangre de paciente sin ECh con
un rango dindmico entre 10° a 10" paréasitos equivalentes/ml (par.eq/ml.)
Todos los célculos se estimaron considerando que cada célula de T. cruzi
posee 200 fg de material genético. Se aplico el sistema de deteccion
TagMan®, en un termociclador Mx3000P™ Stratagene (AgilentTecnologies,
USA) con los primers satelitales cruzi 1 vy cruzi 2. En los grupos de
cardiépatas con XD (+) o XD (-) fue posible establecer mediante qPCR-S, que
el 57.1% y el 39.5%, respectivamente, presenta cargas parasitarias entre 0.1-1

par. eg./ml. Al aplicar gPCR-XD en los mismos grupos, se observo que el



57.1% de los casos XD (+) tenia entre 1-10 par. eq./ml y el 34.21% de los
casos XD (-) entre 0.01-0.1 par. eq./ml. La positividad de gPCR-S y qPCR-XD
en el grupo XD (+) fue del 100%, con rangos de parasitemia diferentes,
mientras que en el grupo XD (-), la positividad de gPCR-XD fue del 55.27%.
En el grupo de no cardiopatas XD (+), fue posible determinar mediante gPCR-
S que el 77.8% de los casos tuvieron una carga parasitaria entre 0.1-1 par.
eg./ml, mientras que en los casos XD (-), el 52.8% tuvo cargas entre 0.01-0.1
par. eq./ml. En el 36.1% de los casos de este ultimo grupo, gPCR-S no detecto
T. cruzi. Al aplicar gPCR-XD en el grupo de no cardiopatas XD (+) se
establecié que el 44.4% tuvo cargas parasitarias entre 10-100 par. eq./ml,
mientras que en los casos XD (-) el 50% de los casos tenia entre 0.01-0.1
par.eq./ml. La positividad de gPCR-XD en XD (-) fue del 72.2%. La mediana
de carga parasitaria de T. cruzi determinada mediante qPCR-S para el grupo
cardiopata fue de 0.07 par.eq./ml y en el grupo de no cardidpatas de 0.02
par.eq./ml. Por otra parte, la mediana de parasitemia de T. cruzi gqPCR-XD
para el grupo de cardiopatas fue de 0.017 par.eqg./ml y en el grupo de no
cardiépatas de 0.055 par.eq./ml. La prueba de diferencias de Mann-Whitney
para las medianas, no encontré diferencias entre las cargas parasitarias entre

cardidpatas y no cardiépatas.



I INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (ECh) es causada por el protozoo flagelado
Trypanosoma cruzi y constituye un importante problema de salud publica en el
area endémica comprendida desde el Sur de los Estados Unidos (35° N), hasta
Chile y Argentina (34.5° S en Chile y 45° S en la region patagénica Argentina)
(OPS/OMS, 1999; Ferreira et al, 2000). Se estima que existen entre 7 y 8 millones
de personas infectadas, en tanto que alrededor de 60 millones se encuentran en
riesgo de adquirir la infeccién (OPS, 2006; Coura JR, 2007).

En Chile, se estima que existen aproximadamente 145.000 individuos infectados
en la zona endémica, comprendida entre la XV y la VI Region, incluida la Region
Metropolitana, siendo mas frecuente en areas rurales y periurbanas de la lll y IV
Region (Apt et al, 2010). En el mismo territorio los vectores biolégicos involucrados
en la transmision de T. cruzi son insectos de la subfamilia Triatominae: Triatoma
infestans, de habitos domésticos, Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi, de habitos
silvestres (Frias et al, 1998; Canals et al, 2000).

Un total de 180 especies de mamiferos pertenecientes a los Ordenes:
Didelphidomorphia, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata,
Carnivora, Primata, Perisodactyla, se han encontrado naturalmente infectados por
T. cruzi, incluyendo al hombre (Herrera 2010).

Después de la fase aguda de la infeccion, la ECh entra en una fase cronica,
inicialmente con una forma asintomética o indeterminada. Posteriormente el 20-
30% de los pacientes desarrolla alteraciones cardiacas (forma cardiaca), un 10%
alteraciones digestivas (forma digestiva) o ambas (forma mixta) y menos del 5%,
la forma neuroldgica. El resto permanecera en la forma indeterminada, sin ningun
tipo de manifestaciones clinicas durante toda su vida (Dias 1995).

La etapa cronica se caracteriza por parasitemia baja y fluctuante (Schenone &
Rojas, 1999). En esta fase, las formas tripomastigotas circulantes de T. cruzi
pueden ser recuperadas por examenes parasitolégicos convencionales tales
como xenodiagnostico (XD) y hemocultivo. No obstante, estos procedimientos

tienen bajo rendimiento (Castro et al, 2002).



Una técnica de biologia molecular que ha demostrado tener alta sensibilidad en la
deteccion de T. cruzi es la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual
ha sido aplicada en diferentes muestras biologicas (Russomando et al, 1996; Britto
et al, 2001). Es asi como se ha reportado la aplicacién de PCR en deyecciones de
triatominos experimental y naturalmente infectados (Chiurillo et al, 2003; Campos
et al, 2006) y alimentados mediante XD sobre pacientes con ECh (Silber et al,
1997, Campos et al, 2006, Saavedra et al, 2013).

Puesto que el ADN de T. cruzi es abundante, se puede extraer facilmente y ha
constituido blanco de PCR en numerosos estudios (Junqueira et al, 1996). En
contraste, la tecnologia de PCR en Tiempo Real (QPCR) utiliza marcadores
fluorescentes para la monitorizacion continua de la amplificacion de toda la
reaccion. Las principales ventajas son el rapido procesamiento de los resultados
(amplificacién y deteccion en un solo paso) y la reduccién del riesgo de
contaminacion de las muestras. La técnica de gPCR se puede optimizar tanto
como un ensayo cualitativo y cuantitativo (Piron et al, 2007), por ello gPCR
constituye una alternativa adecuada para determinar la carga parasitaria en
pacientes chagéasicos (Piron et a,| 2007; Ortiz et al,2012).

El objetivo de esta tesis fue cuantificar la carga de T. cruzi mediante qPCR en
sangre periférica y deyecciones de triatominos alimentados mediante XD en
individuos con ECh cronica, clasificados segun presencia o0 ausencia de

cardiopatia.



lll. MARCO TEORICO

1.- Epidemiologiay distribucién geografica

La ECh o Tripanosomiasis Americana existe desde tiempos remotos en el
continente americano. Por ello se ha planteado que el parasito causante de esta
enfermedad, circulé6 primero en mamiferos y vectores silvestres para luego
adaptarse al ciclo doméstico de transmision. Este hecho fue favorecido por el
desarrollo de la vida sedentaria de las tribus precolombinas y la construccion de
viviendas mas duraderas (Apt y Reyes, 1990). La distribucién territorial de T. cruzi
y sus vectores (insectos triatominos, comunmente Illamados “vinchucas”)
comprende desde el Sur de los Estados Unidos (35° N), hasta Chile y Argentina
(34.5° S en Chile y 45° S en la region patagdnica Argentina), donde han sido
halladas evidencias de su presencia en comunidades indigenas que poblaron el
extremo norte de Chile (Rothhammer et al, 1985). Al analizar muestras de tejidos
momificados en Atacama se ha logrado recuperar DNA de T. cruzi, aplicando la
técnica de PCR (Ferreira et al, 2000). Ademas, se diagnosticO en una momia de
unos 1000 afios de antigledad patologias asociadas a la ECh (megacolon),
infeccibn que posteriormente fue confirmada mediante andlisis moleculares
(Dittmar et al, 2003). Es probable que en la antigiedad la infeccion haya sido
adquirida debido a la ingestion accidental de alimentos contaminados con T.
cruzi, tal como fue reportado por Pinto (2006) y Rodriguez-Morales (2008) para
casos actuales y por Aufderheide et al (2005) en el registro arqueoldgico. Este
altimo grupo de investigadores reporté el hallazgo de restos de T. cruzi, en
coprolitos de momias de Peru y del norte de Chile (9000 afios de antigledad
A.C)).

En Chile, el area endémica de la ECh se distribuye en sectores rurales y
periurbanos de las seis primeras regiones politico-administrativas, mas la Region
Metropolitana, y la XV Regién de Arica y Parinacota, siendo las regiones Il y IV

consideradas hiperendémicas (Schenone et al, 1995).



2.- Trypanosoma cruzi, ciclo de viday mecanismos de transmision

El parasito T. cruzi fue descrito por primera vez por Carlos Chagas en 1909, en
Minas Gerais, Brasil. Como agente etiolégico de la ECh, pertenece al Orden
Kinetoplastida y es miembro de la Familia Trypanosomatidae. Son protozoos
flagelados con 1 o 2 flagelos que contienen una estructura que es el kinetoplasto.
El DNA kinetoplastidico (kDNA) representa entre un 10-20% del DNA total del
parasito. El genoma de T. cruzi es superior al de otros parasitos (100-200 x 10°
pb) (Brener et al, 2000). T. cruzi esta constituido por una poblacion heterogénea,
de estructura basicamente clonal compuesta por un conjunto de linajes o DTUs
que circulan en los ciclos doméstico y selvatico incluyendo humanos, vectores y

reservorios animales (Tibayrenc et al, 1986; Tibayrenc 2003).

Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi

El ciclo bioldgico se inicia cuando el hospedador invertebrado, insecto triatomino,
ingiere sangre con formas tripomastigotes de T. cruzi desde mamiferos infectados.
Al llegar al estbmago del insecto, las formas tripomastigotes se transforman en
esferomastigotes y epimastigotes. Luego los parasitos migran hacia el intestino,
donde se multiplican como formas epimastigotes (Brener et al, 2000). Los
epimastigotes se unen al epitelio del intestino medio y posterior, y también a la
capa cuticular del epitelio de la glandula rectal y del saco rectal (Schaub & Boker
1987). A los 15 a 30 dias, se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos en el
intestino posterior del triatomino. Cuando el insecto pica al mamifero, emite
deyecciones con formas tripomastigotes metaciclicos y epimastigotes, que
ingresan a través de la piel o mucosas del vertebrado (mamifero). En el interior de
la célula los tripomastigotes se transforman a la forma amastigote y ahora libres en
el citoplasma, después de 35 horas de haber ingresado a la célula, comienza el
proceso de fision binaria y cuando llegan a un ndamero cercano a los 500
amastigotes, sincronizadamente se transforman a tripomastigotes, se produce la
ruptura de la célula hospedera liberando estos tripomastigotes que podrian invadir
células cercanas o salir al torrente linfatico y sanguineo y asi distribuirse por el

cuerpo del hospedero vertebrado (Brener et al, 2000).



Mecanismos de transmision de Trypanosoma cruzi

El principal mecanismo de transmision de T. cruzi es vectorial (representa entre
un 80-90% de la transmision), Chile logro la interrupcion de la transmision vectorial
de la ECh en los domicilios desde 1999 (OMS, 2000; Lorca et al, 2001).

En cuanto a la transmision sanguinea, este mecanismo es controlado en Chile a
través de tamizaje en los Bancos de Sangre segun la normativa vigente (Gobierno
de Chile. MINSAL 2000). Desde 1985 no se describen casos de transmision por
esta via.

La transmision transplacentaria o congénita ha sido reportada entre 2 a 11% de
embarazos en mujeres crénicamente infectadas en algunas regiones de Bolivia,
Chile y Paraguay (de Rissio et al, 2009; Apt et al, 2010).

Excepcionalmente, la ECh se puede adquirir por trasplante de érganos o médula
(Rassi et al, 2012), infecciones accidentales de laboratorio y a través de la via oral
por ingestion de alimentos y liquidos contaminados con deyecciones de
triatominos, constituyendo este dltimo mecanismo brotes de transmisién con
numerosos casos agudos (Schenone et al, 1985; Wendel et al, 1992; Rassi et al,
2012; Noya et al, 2015).

3.- ASPECTOS CLINICOS

3.1 Manifestaciones clinicas en humanos

La etapa inicial de la ECh se caracteriza por una elevada parasitemia debido a que
las formas tripomastigotes circulantes en sangre diseminan la infeccién en un
incremento exponencial de parasitos intracelulares y sanguineos (fase aguda). El
parasitismo, eventualmente decae por la respuesta inmune del hospedero y
gradualmente la parasitemia patente de fase aguda evoluciona a una parasitemia
subpatente (Pinto et al, 1990; Wendel et al, 1992; Brener et al, 2000). Superada
esta etapa, el hospedero puede permanecer sin sintomatologia alguna, es decir,
en una fase indeterminada o asintomatica. En esta fase crénica hay niveles bajos
de parasitemia lo que dificulta el diagnéstico parasitolégico. Mientras un 50% de
los casos pueden permanecer asintomaticos toda su vida, el otro 20% desarrolla

cardiopatias de lenta evolucion y llevar a la muerte de los pacientes por



insuficiencia cardiaca, trastornos de la conduccion y graves arritmias. Por otra
parte un 10% desarrolla visceromegalias a nivel de eséfago y colon (Brener et al,
2000).

3.2 Cardiopatia chagasica crénica humana

En Chile, la cardiopatia chagésica crénica (CCC) corresponde al 30% de los casos
de las personas infectadas, por ello es la principal causa de discapacidad y
mortalidad en estos individuos (Apt et al, 2015). Inicialmente la CCC puede ser
asintomatica, pero con evidentes alteraciones electrocardiograficas. Los sintomas
mas frecuentes que presentan 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 bloqueo 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 fenédmenos 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, lesiébn que resulta
de la destruccion de las células del miocardio debido a la accion directa del
pardsito, la respuesta inflamatoria y la afeccion neuronal (Zingales et al, 2012).

La cardiomiopatia chagéasica es una condicion arritmogénica y la muerte subita
puede ser la primera manifestacion de la enfermedad (Sternick et a,l 2006). La
ECh puede presentarse con extrasistoles ventriculares, taquicardia ventricular de
corta duracion (TV) o con taquicardia ventricular maligna (Ribeiro et al, 2008), esto
probablemente debido a areas de necrosis y fibrosis por la inflamacién del
miocardio y también se asocia con lesiones microvasculares o cambios
autondémicos que regulan la perfusién sanguinea del miocardio lesionado.

El dafio a las uniones intercelulares provoca cambios en el potencial eléctrico y
alteran la conduccion del estimulo entre las células, provocando el
desacoplamiento eléctrico, ralentiza la conduccién de estimulos y blogueo
unidireccional, este proceso, asociada con las areas fibroticas, forma el circuito de

reentrada que causa arritmias ventriculares (Ribeiro et al, 2008).

10



El reconocimiento de la fibrosis, ya sea por imagen cardiaca mediante resonancia
magnética (RMC) o métodos electrocardiograficos (ECG), permite el
reconocimiento de los pacientes propensos a desarrollar complicaciones
arritmicas (Ribeiro et al, 2008; Mello et al, 2012), utilizando la técnica de realce
tardio, puede ser Util para seleccionar pacientes con taquicardia ventricular total o
regional, con alto grado de fibrosis y en mayor riesgo de taquicardia ventricular
clinica (Mello et al, 2012). La presencia de zonas de conduccion lenta en el
miocardio puede ser reconocido por la existencia de QRS prolongado al ECG, que
constituye ser un predictor independiente de mortalidad en pacientes con ECh
(Ribeiro et al, 2008). Dado que tanto la RMC y el ECG de sefial promediada no
estan facilmente disponibles, un método simple, no invasivo alternativo es un
sistema de puntuacion, ECG QRS de 12 derivaciones, que cuantifica la fibrosis
miocardica (Strauss et al, 2011). Pacientes con ECh pueden haber reducido la
modulacion vagal sobre el nodo sinusal, causando disminucion de la respuesta de
la frecuencia cardiaca al estimulo fisiologico y farmacolégico (Villar et al, 2004),
asi como alteracion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, medida en el
tiempo con métodos no lineales (Guzzetti et al, 1991; Ribeiro et al, 2011). Estas
anormalidades ocurren temprano en el curso de la enfermedad, incluso antes del
desarrollo de la enfermedad cardiaca manifiesta, generalmente con anomalias
leves (Villar et al, 2004; Ribeiro et al, 2011), lo que sugiere un mecanismo
especifico de la enfermedad subyacente. La disfuncion vagal parece ser mas
prominente en pacientes con disfuncion del ventriculo izquierdo (Raadschilders et
al, 2014) y se puede detectar incluso en pacientes mayores con ECh, pero
menores de 70 afos de edad (Ribeiro et al, 2011). Aunque se ha demostrado que
la disfuncion autondémica es un hallazgo temprano y tipico en la historia natural de
la ECh humana (Ribeiro et al, 2001; Junqueira, 2012), la asociacion entre la
alteracion de la modulacion autonomica cardiaca y muerte subita sigue siendo
dificil de alcanzar. No obstante la positividad de PCR para T. cruzi, se asocia con
la presencia y la gravedad de la cardiomiopatia, lo que sugiere un papel directo de
la persistencia del parasito en la patogénesis de la enfermedad (Sabino et al,
2015).
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4.- Diagnostico parasitologico convencional

El diagnostico parasitologico de la ECh se basa en demostrar la presencia de T.
cruzi mediante pruebas directas, aplicadas fundamentalmente en la fase aguda de
la infeccion. Las mas utilizadas son: examen microscopico de sangre al fresco,
microstrout, gota gruesa y XD (Apt et al, 2006; OPS 2006).

4.1 Diagnostico serologico

En Chile, el diagndstico serolégico de la ECh se realiza en forma rutinaria
mediante la técnica de hemaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia
indirecta (IF1) y ELISA (Zulantay et al, 1998). La sensibilidad de estas técnicas es
dependiente de la fase en que se encuentre la enfermedad y del tipo de

inmunoglobulina estudiada.

4.2 Xenodiagndstico (XD)

En Chile, el estudio parasitolégico de la infeccibn chagasica humana, se ha
efectuado principalmente a través de XD, debido a la carencia de otros métodos
mas eficaces para detectar T. cruzi en la sangre de individuos infectados
(Schenone et al, 1995). Este método presenta una mayor sensibilidad en
individuos jovenes y con infeccion reciente. De esta manera, se han reportado
sensibilidades en grupos etareos menores de 10 afios del 60,8% y 75%. En la
infeccion crénica, en cambio, se ha reportado una sensibilidad de 49,3%. Sin
embargo, su rendimiento aumenta significativamente a medida que aumenta el

namero de cajas utilizadas (Schenone, 1999).

4.3 Diagnéstico molecular mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Desde hace algunos afos, la técnica de PCR ha sido aplicada como método de
diagnéstico parasitoldgico en las diferentes etapas de la ECh, permitiendo no
solamente detectar la presencia de T. cruzi en la sangre, sino también caracterizar
genéticamente los linajes circulantes (Noireau, 1999). La técnica de PCR ha

permitido optimizar el diagndstico parasitologico de T. cruzi amplificando ADN

12



desde regiones altamente repetidas de su genoma, constituyéndose en una
promisoria herramienta para ser utilizada en el diagnéstico y evaluacion
terapéutica de la infeccion (Zulantay et al, 2004; Apt et al, 2013). EI PCR
convencional es una reaccion exponencial, por lo que pequefias oscilaciones en la
eficiencia de la amplificacion en cada muestra originan variaciones importantes en
la cantidad del ADN obtenido al final del proceso. Por el contrario, en la reaccion
de PCR cuantitativa o en Tiempo Real (qPCR), los procesos de amplificacion y
deteccidn se producen de manera simultadnea en la misma reaccion. Debido a que
gPCR es un método preciso para cuantificar ADN de T. cruzi, se puede utilizar
para el seguimiento de la parasitemia (Moreira et al, 2013).

La ECh, es una enfermedad de gran impacto en la salud publica a nivel mundial,
de ahi que reviste importancia, determinar si existe diferencia en la parasitemia
circulante en sangre de individuos con ECh cronica cardiépatas y no cardiopatas
determinada en muestras de sangre periférica y en el triatomino utilizado en el XD,
ésta ultima considerada técnica estandar y evidencia irrefutable de la presencia

del parasito en los pacientes estudiados.

IV. HIPOTESIS

Es importante conocer cuales son los individuos infectados con T. cruzi que
desarrollaran dafio cardiaco y cuales no. Hasta la fecha, no hay marcadores que
respondan a esta pregunta (Venegas et al, 2010; Requena-Méndez y Lépez, 2013;
Urbina 2015). Para determinar si la carga parasitaria estd relacionada a la
presencia de cardiopatia en individuos con ECh cronica, se formula la siguiente

hipotesis:
"La carga parasitaria en sangre periférica de individuos con ECh crénica

y deyecciones de triatominos alimentados mediante XD en individuos cardidpatas,

es mayor que la observada en individuos no cardiopatas”.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la carga de Trypanosoma cruzi en sangre de individuos y deyecciones de
triatominos alimentados mediante XD en individuos con enfermedad de Chagas

cronica, segun presencia o ausencia de cardiopatia.

Objetivos Especificos

- Evaluar la carga parasitaria en la sangre de individuos con enfermedad de

Chagas croénica, segun presencia o ausencia de cardiopatia.

-Evaluar la carga parasitaria en deyecciones de triatominos alimentados mediante
XD en individuos con enfermedad de Chagas cronica, segun presencia o ausencia

de cardiopatia.

VI. MATERIAL Y METODOS

1.- Tipo de estudio y poblacién

Estudio descriptivo, cuasi-experimental. La poblacion en estudio correspondié a 50
individuos cardidpatas y 50 individuos no cardiopatas, todos ellos con ECh crénica
y procedentes de zonas urbanas y rurales de las comunas de lllapel, Salamanca y
Combarbala, IV Regién de Coquimbo, Chile. La condicién de infectado por T. cruzi
fue establecida mediante la aplicacion de las técnicas seroldgicas convencionales
ELISA e IFI IgG para T. cruzi (Zulantay et al, 2007). La condicién de cardiopata fue
previamente establecida segun los protocolos establecidos en el proyecto de
investigacion FONDECYT 1120382.
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2.- Manejo de las muestras

2.1 Xenodiagnéstico (XD)

El XD fue aplicado segun técnica descrita por Schenone (1999), aplicando dos
cajas de madera cilindricas conteniendo cada una siete ninfas de T. infestans no
infectadas de tercer o cuarto estadio, sometidas a ayuno durante un periodo de 3-
4 semanas. Los insectos fueron alimentados durante 20-30 min en el antebrazo de
cada uno de los individuos en estudio. Luego de su alimentacion las cajas de XD
se incubaron a 27 °C y una humedad relativa del 70% en condiciones de ayuno.
Después de 30, 60 y 90 dias de incubacion, las muestras de deyecciones de los
triatominos se obtuvieron mediante la compresion abdominal en una campana de
bioseguridad. Los sobrenadantes de las muestras individuales conformaron un

pool que fue sometido a proceso de extraccion y purificacion de ADN.

2.2. Extraccion y purificacion de ADN

2.2.1. Muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas de los individuos en estudio a los cuales
se extrajo 5 ml de sangre venosa recibida en proporcién 1:1 de soluciéon de
clorhidrato de Guanidina 6 M, EDTA 0,2 M pH 8,0. La solucion se incubé a 98 °C
durante 15 min para deconcatenar el ADN de los minicirculos de T. cruzi y fue
almacenada a 4°C, hasta la extraccion de ADN, la cual se realizé en un volumen
inicial de 200 L, utilizando el Kit de ADN QlAamp® Blood Mini (Qiagen, Valencia,
CA), segun protocolo del fabricante, el ADN extraido se encontraba disponible a
-20°C para realizar su amplificacion gPCR-Sangre (qPCR-S).

2.2.2. Muestras de deyecciones

Antes de realizar el proceso de extraccion de ADN de las deyecciones, se agrego
20 ng de ADN de sangre humana negativa para T. cruzi como control interno
exogeno. La purificacién del ADN se realiz6 utilizando un volumen inicial de 100 pl
con el Kit de extraccion de ADN gendémico FavorPrep Blood Mini kit (Favorgen,

Biotech Corp.), modificado por la omision de la etapa de lisis de células con
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proteinasa K. El eluido se encontro disponible a -20 °C hasta que se llevé a cabo
el gPCR-Xenodiagnéstico (QPCR-XD).

3. Curva estandar y sistema de deteccion TagMan®

El sistema de deteccion de TagMan® se aplicé en el termociclador Stratagene
Mx3000P ™ (Agilent Technologies) en condiciones sugeridas por el fabricante y
utilizando partidores de ADN descritos en Schijman et al, 2011. La mezcla de
reaccion consistio en 2ul de la muestra a ser investigada (DNA extraido de sangre
y deyecciones), 10 pl Brilliant Multiplex qPCR (Stratagene), 0,5 pl de una dilucion
1:500 de un colorante de referencia (ROX), 0,5 ul de cada uno de los primers
nucleares Cruzi 1 y Cruzi 2, 0,2 pl sonda Cruzi 3, 0,2 yl BSA (100x) y 6,1 ul de
agua libre de nucleasas (Mo Bio Laboratories Inc.), en un volumen final de 20
pl. Para obtener la curva estandar, se utilizo un stock de formas epimastigotes
de T. cruzi, cepa Tulahuén. La cuantificacion de ADN total de esa cepa se llevo a
cabo utilizando el kit AccueBlue™ dsDNA Cuantificacién (Biotum Inc.) y el
termociclador qPCR Mx3000P™ (Stratagene, Agilent Technologies Inc.). La
concentracion de ADN de T. cruzi se ajusté a 1 x 10° parasitos equivalentes/ml,
teniendo en cuenta la estimacion que 1 parasito contiene 200 fg de ADN (Duffy et
al, 2009). El ADN se diluy61:10. La curva estandar de T. cruzi estuvo disponible a
- 20 ° C hasta su uso. Paralelamente, se utilizé como control interno (Cl) de qPCR,
parte de una secuencia del cromosoma 12 (X12). ElI CI fue disefiado para
descartar casos de falsos negativos debido a ausencia de ADN en la muestra
evaluada, ya sea por problemas en la extraccién o inhibicion en la reaccién de
gPCR. (Bravo et al, 2012)

4.- Determinacion de cardiépata

A todos los individuos del estudio se les realiz6 electrocardiograma de 12
derivaciones, en su centro asistencial de origen. Posteriormente, la condicion

electrocardiografica fue evaluada a doble ciego por cardidlogo especialista, de
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acuerdo a protocolos recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud
(Maguire et al, 1982).

5.- Anédlisis Estadistico

En la descripcion de los datos se utilizaron gréficos y tablas. Para el andlisis de
datos y comparaciéon de promedios entre grupos (cardidépatas y no cardidpatas) se
utilizé la prueba de Chi cuadrado y, para realizar la comparaciéon de medianas
entre los grupos de cardiopatas y no cardidpatas, se utilizé la prueba de Mann-
Whitney en el programa SPSS v.23. Adicionalmente, se utilizaron los programas
Word y Excel.

VIl. ASPECTOS ETICOS
Todas las personas aceptaron bajo consentimiento informado, aprobado por el

Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Resolucion

046/2011) participar en el estudio.
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VIIl. RESULTADOS

La totalidad de muestras que fueron evaluadas mostraron amplificacion para el Cl,
lo que indica que no hubo pérdida de material genético durante el proceso de
extraccion de las muestras de XD e inhibicion de la reaccién de gPCR,
descartandose falsos negativos en las muestras que no amplificaron para T. cruzi.

En la Figura 1 se puede observar la curva estandar de T. cruzi con los valores de
R2(Coeficiente de determinaciéon), Y (Pendiente),y Eff (Eficiencia) y algunas

muestras de sangre de los pacientes en estudio intersectadas en la curva. (A)

Figura 1. Curva estandar de qPCR (m) para Trypanosoma cruzi en muestras de
sangre periférica de individuos con enfermedad de Chagas cronica. Rango
dinamico 10° a 10 parasitos equivalentes/ml. Valores de la curva estandar: Rsq =
0.999, Y=-3.359, Eff: 98.5%.
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Tabla 1
Resultados de Xenodiagnostico en individuos cardiopatas y no cardidépatas
procedentes de la IV Region de Chile

XENODIAGNOSTICO TOTAL
ECG
Negativo % Positivo % N %
No cardiopata 38 84,4 7 15,6 45 100
Cardiopata 36 80,0 9 20,0 45 100
TOTAL 74 82,2 16 17,8 90 100

Se realiz6 xenodiagndstico a un total de 90 muestras. En 16/90 casos (17,8%) se
observaron tripomastigotes a la microscopia, mientras que 74/90 casos (82,2%)
los resultados fueron negativos. En el grupo de no cardiopatas 7/45 (15,6%)
fueron XD positivos y 38/45 (84,4%) XD negativo. En el grupo de cardiopatas 9/45
(20%) obtuvo XD positivos y en 36/45 casos (80%) el XD fue negativo (Tabla 1).

No se observo diferencias significativas de la positividad del XD entre individuos

con trazado electrocardiografico normal (no cardidépatas) y electrocardiograma

alterado (cardiopatas). Chi cuadrado= 0.72, p-value = 0.396
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Tabla 2

Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi determinada por PCR tiempo real
en muestras de Triatoma infestans utilizados en Xenodiagnoéstico (QPCR-XD)
y en sangre periférica (qQPCR-S) de 45 individuos chagasicos cronicos cardidpatas,

segun los resultados de XD.

XENODIAGNOSTICO
Rangos de
carga POSITIVO NEGATIVO

parasitaria n=7 n=38
par. eq/ml| gPCR-S gPCR-XD gPCR-S gPCR-XD

n % n % n % n %
No Ct 0 0 0 0 8 21 17 | 44.73
0.01-0.1 1 14.3 0 0 14 369 | 13 | 34.21
0.1-1 4 57.1 0 0 15 39.5 6 | 15.79
1-10 2 28.6 4 57.1 1 2.6 1 2.63
10-100 0 0 2 28.6 0 0 1 2.63
100-1,000 0 0 1 14.3 0 0

En la Tabla observamos que en la cuantificacion de T. cruzi por qPCR-S, en 7
casos con XD positivo el 57.1% y el 28.6% tenian carga parasitaria entre 0.1-1 y
1-10 par. eq./ml, respectivamente. Por otro lado, en los casos con XD negativo,
gPCR-S en 15 casos (39.5%) evidencio una carga parasitaria entre 0.1-1 par.
eg./ml, mientras que 14 casos (36,9%) tenia una carga parasitaria entre 0.01-0.1
par. eg./ml. Un solo caso tenia carga parasitaria entre 1-10 par. eq./ml. En el grupo
XD positivo, la positividad de gPCR-XD y qPCR-S fue del 100%; pero los rangos
de parasitemia fueron diferentes.

En relacion a la cuantificacion de T. cruzi por g°PCR en deyecciones de casos
positivos por XD, gPCR-XD permitié establecer que en el 57.1% (4/7 casos) la
carga parasitaria fluctu6 entre 1y 10 par. eg./ml. En este grupo la carga parasitaria

mas pequefia fue entre 100-1000 par. eq./ml (14.3%). En los casos con XD
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negativo qPCR-XD, el 34.21% de ellos (13/38 casos), tuvo una carga parasitaria
entre 0.01-0.1 par. eq./ml. La carga mas baja y mas alta de parasitos fluctu6 entre
0.01-0.1 par. eq./ml (34,21%) y 10-100 par. eq./ml (2.63%). En 8 casos (21,0%) T.
cruzi no se detecto, la positividad de gPCR-XD en el grupo negativo XD fue del
55.27%. (Tabla 2).

Tabla 3
Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi determinada por qPCR en muestras
de Triatoma infestans utilizados en Xenodiagnéstico (QPCR-XD) y de la sangre

periférica (qQPCR-S) en 45 individuos chagasicos cronicos no cardidépatas

XENODIAGNOSTICO
Rangos de
carga POSITIVO NEGATIVO
parasitaria n=9 n=36
D qPCR-S gqPCR-XD qPCR-S qPCR-XD
n % n % n % n %
No Ct 0 0 0 0 13 36.1 10 27.8
0.01-0.1 1 111 0 0 19 52.8 18 50
0.1-1 7 77.8 2 22.2 3 8.3 3 8.3
1-10 1 11.1 1 111 1 2.8 3 8.3
10-100 0 0 4 44.4 0 1 2.8
100-1,000 0 0 2 22.2 0 0 1 2.8

En relacion con gPCR-S, en 9 casos con XD positivo, el 77.8% (7 casos) tenia
carga parasitaria entre 0.1-1 par. eq./mly el 11.1% (1 caso) tenia carga parasitaria
entre 0.1-1y 11.1% (1 caso) entre 0.01-0.1 par.eq./ml. Por otro lado, en los casos
con XD negativo, gPCR-S, 19 casos (52,8%) tenian una carga parasitaria entre
0.01-0.1 par. eq./ml, 3 casos (8.3%) tenia una carga parasitaria entre 0.1-1 par.
eg./ml y un solo caso tenia carga parasitaria entre 1-10 par. eq./ml(2.8%). En 13

casos (36.1%), T. cruzi no se detecto (Tabla 3). En el grupo XD positivo, la
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positividad de gPCR-XD y qPCR-S fue del 100%; pero los rangos de parasitemia

fueron diferentes.

En la Tabla 3, observamos que la cuantificacion de T. cruzi por gPCR-XD de
casos XD (+) nos permiti6 establecer que en el 44.4% (4/9 casos) la carga
parasitaria fluctué entre 10 y 100 par. eq./ml. En este grupo la carga parasitaria
mas pequefia fue entre 1-10 par. eq./ml 11.1%(1/9). En los casos con XD
negativo, el 50% de ellos (18/36 casos), tuvo una carga parasitaria entre 0.01-0.1
par eq./ml. La carga mas alta fluctué entre 100-1000 par.eq./ml (2,8%). La
positividad de qPCR-XD en el grupo negativo XD fue del 72.2%.

Grafico 1
Cuantificacibn de Trypanosoma cruzi en sangre Yy deyecciones de

Xenodiagnéstico (XD) mediante PCR tiempo real en 16 individuos con enfermedad

de Chagas cronica cardiépatas y no cardiopatas con XD positivo
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En el grafico 1 observamos que en 11 individuos las cargas parasitarias
determinadas mediante gPCR-S, se encuentran entre 0.1-1 par.eq./ml,
concordante con los niveles de parasitemia en la fase cronica de la ECh. Por otra
parte, la determinacion mediante qPCR-XD en 11 muestras, evidenciaron cargas
parasitarias entre 1-100 par.eq./ml, hecho que confirma la capacidad de

amplificacion de T. infestans.

Tabla 4

Mediana de carga parasitaria de Trypanosoma cruzi determinada por gqPCR
en muestras de Triatoma infestans utilizados en Xenodiagnoéstico (QPCR-XD)
y de la sangre periférica (QPCR-S) en individuos con enfermedad de Chagas

cronica cardidpatas y no cardidpatas.

Cardi6patas No cardi6patas
n=45 n=45
Mediana 0.07 0.02
gPCR-S
(par. eq./ml) Rango 0.0 -24 00 -11

Prueba de diferencias de medianas de gPCR-S, no existen diferencias de la
parasitemia entre cardiopatas y no cardiépatas (MANN- WHITNEY: P = 0.079)

qPCR - XD Mediana 0.017 0.055
(par. eq./ml) Rango 0.0 - 163 0.0-234.1

Prueba de diferencias de medianas de gqPCR-XD, no existen diferencias de la carga
parasitaria entre cardiopatas y no cardiopatas (MANN- WHITNEY: P = 0.4611)
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IX. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Xenodiagnéstico (XD) es un método parasitoldégico no rutinario, en el que se utiliza
vectores biolégicos para amplificar T. cruzi (Schenone, 1999; Castro et al, 2004,
Enriquez et al, 2014) y que, a pesar de tener menos sensibilidad que la PCR, es
atil en combinacién con PCR (Coronado et al, 2006; Zulantay et al, 2011). Es
importante decir que a pesar que XD es una herramienta valiosa para la deteccion
de viabilidad de T. cruzi, esta técnica se considera arcaica (Tarleton y Curran,
2012), sin embargo la principal ventaja de XD convencional es su potencial para
confirmar la presencia de T. cruzi viable y para aislar el parasito (Amato Neto,
2012; Saavedra et al, 2013). Es por ello que en la presente tesis se utilizo la
capacidad del vector biolégico T. cruzi para permitir su multiplicacion (Kollien y
Schaub, 2000). Los resultados son los esperados para individuos con ECh
cronica, considerando que Schenone (1999), establece que con 2 cajas de XD, la
sensibilidad de deteccion de T. cruzi circulante se estima en 21.7%).

En los seres humanos y diversos mamiferos, la utilidad de la PCR para detectar T.
cruzi en deyecciones de triatominos alimentados por XD ha sido reportado
(Campos et al, 2007; Pizarro et al, 2007; Zulantay et al, 2011; Saavedra et al,
2013), para mejorar la limitada sensibilidad de la observacion directa.
Especialmente en deyecciones con un bajo nimero de pardsitos, las técnicas de
diagnéstico molecular, tales como PCR convencional, se han aplicado
directamente en el ADN extraido de las deyecciones (Breniere et al, 1995; Dorn et
al, 2001; Egafa et al, 2014; Oda et al, 2014; Santana et al, 2014). Por el contrario,
la PCR en tiempo real (QPCR), permite la deteccion y cuantificacion de cargas
parasitarias de T. cruzi (Duffy et al, 2009; Cencig et al, 2011).

T. cruzi contiene ADN nuclear y ADN kinetoplasto (kADN), ambos contienen
muchas secuencias repetitivas y abundantes que son muy adecuadas para la
aplicacion de PCR (Sturm et al, 1989; Auvila et al, 1993; Requena et al, 1996;
Elias et al, 2003; Duffy et a,l 2009; Qvarnstrom et al, 2012). Por tanto, gPCR es la
alternativa preferible para determinar cargas parasitarias por T. cruzi (Piron et al,

2007; Ortiz et al, 2012). Estos métodos de PCR mostraron que la amplificaciéon de
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T. cruzi KADN puede complementar XD en la evaluacion de la parasitemia en
pacientes chagasicos cronicos y también puede ser utilizado como un método
complementario junto con pruebas seroldgicas en los bancos de sangre (Avila et
al, 1993).

Por esta razon, las muestras bioldgicas de este estudio (ADN extraidos de
deyecciones utilizados en XD), representan una gran ventaja en relacion con T.
cruzi ADN extraido de sangre periférica, porque incluso con muy baja parasitemia,
el XD es capaz de amplificar con un inoculo de al menos un parasito vivo
(Saavedra et al, 2013), lo que constituye una prueba irrefutable de presencia de
T. cruzi viables. Por lo tanto la positividad de qPCR-XD sugiere la presencia de
tripomastigotes viables naturalmente amplificados por el vector biolégico. En esta
tesis los niveles de T. cruzi, en deyecciones de triatominos alimentados por XD en
individuos con ECh se cuantificaron por gPCR-XD con el objetivo de evaluar la
capacidad de multiplicacion de T. cruzi en Triatoma infestans. Ademas, gPCR en
la sangre periférica (QPCR-S) se llevd a cabo para todos los pacientes en el
estudio como se describe (Apt et al, 2013) obteniendo resultados interesantes y se
pueden interpretar de acuerdo a la capacidad de amplificacion que tiene T.
infestans a partir de células parasitarias circulantes en el individuo sobre el cual se
alimenta. Es asi como la parasitemia cuantificada en deyecciones es mayor a la
cuantificada en sangre. Dicho comportamiento se observa en cardidépatas (Tabla
2) y no cardiopatas (Tabla 3).

En esta tesis las cargas parasitarias en sangre de individuos con ECh crénica es
baja (rangos de 0.0-2.4 en cardiopatas, 0.0-1.1 en no cardiépatas), mientras que
en deyecciones de XD es mas alta (rango de 0.0-163 cardiopatas, 0.0-234.1 no
cardidpatas), lo que se relaciona con las distintas capacidades y multiples factores
relacionados con la vinchuca para amplificar T. cruzi (Saavedra et al, 2016).
Algunos protocolos de PCR descritos han dado lugar a resultados desiguales,
probablemente debido a las diferencias en el volumen de sangre procesada y en
el procedimiento de extraccion de ADN (Junqueira et al, 1996; Virreira et al, 2003;
Duffy et al, 2009; Duffy et al, 2013).
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Las manifestaciones clinicas y las variaciones en la respuesta inmune observada
durante la infeccion chagasica no se comprenden bien, pero se cree que estan
asociados con el hospedero o la variabilidad genética del parasito. Varios estudios
de infeccibn con T. cruzi han confirmado que la diversidad genética se
correlaciona con caracteristicas intrinsecas del parasito como la virulencia,
resistencia a los medicamentos, parasitemia, tropismo tisular, alteraciones
patologicas, la capacidad para inducir la mortalidad del hospedero y el patron de
respuesta inmune humoral (De Diego et al, 1998; Toledo et al, 2003; Mejia y
Triana et al, 2005; dos Santos et al, 2009).

Sin embargo, diversos factores deben ser considerados en la sensibilidad de XD:
namero de cajas utilizadas, la edad del paciente, la capacidad de ingestiéon por los
insectos (Freitas, 1961; Castro et al, 1983; Schenone, 1999). El nimero de
parasitos cuantificados por gPCR-XD podria estar relacionado con la eficiencia de
la replicacion en el insecto y el inéculo inicial durante la alimentacion (Apt et al,
2013). La fuerte diuresis de triatominos con pérdida de indculo inicial después de
una elevada alimentacion sanguinea (Cirano y Zeleddn et al, 1964, Kollien y
Schaub, 2000), la complejidad del metaboloma en heces de triatominos que
sugiere que puede afectar a la competencia especifica para DTUs del triatomino T.
cruzi (Antunes et al, 2013), la microbiota bacteriana en el intestino triatomino
(Gumiel et al, 2015), influencia de la inanicion en el desarrollo de T. cruzi en
Triatoma infestans (Kollien y Schaub, 1998), la mortalidad durante el periodo de
incubacion y la regulacion diferencial de las poblaciones de parasitos que muestra
que algunas reacciones de defensa de triatominos discriminan no solo entre las
seflales moleculares especificas para las infecciones de tripanosoma, sino
también entre diferentes cepas de T. cruzi (Garcia et al, 2010).

Otros aspectos relacionados con el Ultimo punto también pueden ser importantes
en la sensibilidad de XD: los genotipos de T. cruzi amplificados a partir de
infecciones simples y mixtas (Garcia et al, 2010; Lima et al, 2014), la transferencia
de un DTU de T. cruzi de la mezcla presente en la sangre humana a vector
triatomino depende de la especie utilizada en el XD (Santana et al, 2014; Ortiz et

al, 2015), el desarrollo de un genotipo clonal de infeccibn mixta puede ser inhibida

26



(Pinto et al, 1998) y, que las cepas mas importantes que pertenece a una de los
dos principales DTU, desarrollen diferentes densidades de poblacion en el insecto
vector (Schaub, 1989).

Al realizar el XD no se encontro diferencias significativas de la positividad entre
cardidpatas y no cardidpatas. Para el grupo de pacientes con ECh cardiopatas XD
(+), se determind mediante gPCR-S, que el 57.1% y el 28.6% tienen cargas
parasitarias entre 0.1-1 y 1-10 par. eq./ml, respectivamente. En los casos con
XD(-), fue posible determinar mediante gPCR-S que, en 15 casos la carga
parasitaria estuvo entre 0.1-1 par. eq./ml, el 36,9% tenia carga parasitaria entre
0,01-0,1 par. eqg./ml y, un solo caso (2.6%) tenia carga parasitaria entre 1-10 par.
eg./ml. En el grupo de pacientes con XD (+), la positividad de gPCR-XD y gPCR-S
fue del 100%; pero los rangos de parasitemia fueron diferentes.

Mientras que la cuantificacion de T. cruzi por gPCR en deyecciones de casos XD
(+), permitié establecer que en el 57.1% la carga parasitaria fluctu6 entre 1 y 10
par. eq./ml, y el 14.3% tuvo una carga parasitaria entre 100-1000 par. eq./ml; en
los casos XD (-) fue posible determinar mediante qPCR-XD que el 34.21% de
ellos, tuvo una carga parasitaria entre 0.01-0.1 par. eqg./ml. La carga mas baja y
mas alta de parasitos fluctué entre 0.01-0.1 par. eq./ml (34,21%) y 10-100 par.
eg./ml (2.63%). En 8 casos (21,0%) T. cruzi no se detectd. La positividad de
gPCR-XD en el grupo XD (-) fue del 55.27%.

En el grupo de no cardiopatas, fue posible determinar mediante gPCR-S, que de 9
casos XD (+), el 77.8 tenia carga parasitaria entre 0.1-1 par. eq./ml y el 11.1%
entre 0.01-0.1, al igual que 11.1% entre 1-10 par.eq./ml. Por otro lado, en los
casos con XD (-), qPCR-S permitié determinar que 19 casos tenian una carga
parasitaria entre 0.01-0.1 par. eqg./ml, 8.3% entre 0.1-1 par. eq./ml y un solo caso
entre 1-10 par. eq./ml (2.8%). En 13 casos (36.1%), T. cruzi no se detectd. En el
grupo XD (+), la positividad de gPCR-XD y gPCR-S fue del 100%; pero los rangos
de parasitemia fueron diferentes. Asi mismo observamos que la cuantificacion de
T. cruzi por qPCR-XD de casos XD (+), establecio que el 44.4% la carga
parasitaria fluctué entre 10 y 100 par. eq./ml. En este grupo, la menor carga

parasitaria fue entre 1-10 par. eq./ml (11.1%). En los casos XD (-), el 50% de ellos
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tuvo una carga parasitaria entre 0.01-0.1 par eq./ml. La carga mas alta fluctuo
entre 100-1000 par.eq./ml (2,8%). La positividad de gPCR-XD en el grupo negativo
XD fue del 72.2%.

La mediana de carga parasitaria de T. cruzi determinada por gPCR-S para el
grupo cardidpatas fue de 0.07 par.eq./ml con un rango entre 0.0-2.4 par.eq./ml,
mientras que en el grupo de no cardidpatas se encontr6 una mediana de 0.02
par.eq./ml con un rango de 0.0-1.1 par.eq./ml. La prueba de diferencias de Mann-
Whitney para medianas no demostré diferencias de la carga parasitaria entre
cardidpatas y no cardiopatas. La mediana de parasitemia de T. cruzi gqPCR-XD
para cardiopatas fue de 0.017 par.eq./ml con un rango de 0.0-163 par.eq./ml. E el
grupo no cardiépatas, la mediana fue de 0.055 par.eq./ml con un rango de 0.0-1.1
par.eq./ml. La prueba de diferencias de Mann-Whitney para las medianas no

encontroé diferencias entre cardiépatas y no cardiopatas.
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Con fecha 28 de junio de 2011, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:
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El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:
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Consentimiento informado
CV del investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta de aceptacion de las autoridades de la institucion en que se realizard el estudio
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a
la luz de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA ) 30 JW pi))
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Sobre la base de esta informacién el Comité de Etica de la Investigacion en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

a) Caracter de la poblacion estudiada: Poblacion no cautiva, investigacion no
terapéutica. ‘

b) Utilidad del Proyecto: Proyecto (til, investigara la carga parasitaria y el linaje de
tripanosoma cruzi en enfermedades de chagas crénica ya diagnosticada.

c) Riesgos y Beneficios: Riesgos minimos, beneficios posiblemente predecir el curso de
la enfermedad

d) Proteccion de los participantes: Consentimiento Informado protege a los

participantes.
e) Notificacién oportuna de reacciones adversas: no aplica.
f) El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del

estudio a este Comité al finalizar el proyecto.

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comité también analizé y aprobd el correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su version original del 10 de junio de 2011, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por el CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para la
realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciongs-ds otocolo.

DeSEH
2

Santiago, 30 de junio de 2011.

Vicepresidenta
Comité de Etica en Investigacion
en Seres Humanos
MGH/mva.
c.c.: Archivo Proy. 048-2011

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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Anexo 02. Consentimiento Informado Comité Etica Proyecto Fondecyt 1120382

:

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA

COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

GENOTIPOS Y CARGA PARASITARIA COMO FACTORES DE RIESGO
EN EL DESARROLLO DE CARDIOPATIA EN PACIENTES
CON ENFERMEDAD DE CHAGAS

Nombre del Investigador Responsable: DR. WERNER APT B.
Institucion: UNIVERSIDAD DE CHILE
Teléfonos: 9786122

EStimado) Paciamto: . .. v e e T bt e sRa e e S e i «

En la pesquisa de la infeccion por la enfermedad de Chagas en personas de la |V
Region realizada por nosotros en los Ultimos afos, hemos confirmado por
examenes de sangre que Ud. tiene la enfermedad de Chagas, resultado que le
hemos entregado por escrito.

Por este motivo, siempre y cuando Ud. acepte y cumpla los requisitos que se
senalan a continuacién, le invitamos a participar en un estudio para determinar la
seriedad de la enfermedad de Chagas que Ud. presenta, si existe compromiso
del corazon y conocer la agresividad del agente que le produjo la infeccion.

Si usted acepta participar sera sometido(a) a los siguientes procedimientos:

Una vez al ano durante el estudio

1.-Se le extraeran 10cc de sangre periférica (Que equivalen aproximadamente a
dos cucharaditas) para efectuar: estudio serolégico y parasitolégico (kPCR,
gPCR y ensayos de hibridacion)

2.-Se le aplicara xenodiagnéstico, que consiste en colocar en su antebrazo dos
cajitas con vinchucas libres de infeccién durante 15 minutos.

3.-Se le efectuara un electrocardiograma

4.-Si presenta alteracion al ECG, se les efectuara Radiografia de Térax y Echo
Doppler

4.- Seria atendido(a) por médico parasitélogo
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De acuerdo al resultado de los examenes de laboratorio y al examen fisico
realizado a usted:

1.- Sera informado si presenta o no compromiso del corazén

2.- A los pacientes que presentan alteraciones del ECG y/o sintomas por
compromiso del corazén, se les tomara una radiografia de térax para ver el
tamano del corazén y una ecografia cardiaca (echo doppler) para determinar
el funcionamiento de ese 6rgano.

Costo del estudio: Todos los examenes y la atencion de los médicos
especialistas seran sin costo para Ud.

Beneficios del estudio: Su participacion en este estudio le permitira conocer el
grado de avance de su enfermedad, de modo tal que al término de esta
investigacion usted sera tratado con nifurtimox (Lampit Bayer ®) aportado por el
Ministerio de Salud que le serda administrado de acuerdo al Protocolo sobre la
enfermedad de Chagas disponible en los hospitales de la region.

Compensacion por participar en este estudio: Usted no recibira compensacion
econdémica alguna por formar parte de este estudio.

Confidencialidad de la informacidon derivada de este estudio: Toda la
informacion obtenida de su participacion en este estudio sera confidencial.
Cualquier publicacién o comunicaciéon cientifica de los resultados de esta
investigacion sera anénima.

Voluntariedad: Su participaciéon en este estudio es absolutamente voluntaria y
se puede retirar en cualquier momento comunicando esta determinacion al
investigador, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento
habitual de su enfermedad. Del mismo modo su médico tratante o el investigador
podran determinar su retiro de la investigacion si considera que esa decision va
en su beneficio.

Informacién adicional entregada a usted o a su médico: Ambos seran
informados si durante el desarrollo de estudio surgen nuevos conocimientos o
condiciones que puedan afectar su voluntad de continuar participando en esta
investigacion.
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Resquardo de las muestras bioldgicas: seran almacenadas en congeladores
del Laboratorio de Parasitologia Basico-Clinico de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile y la responsable de las muestras sera la Dra. Inés Zulantay
Alfaro (56-2-9786753). Las muestras seran utilizadas sélo para este estudio, en
caso de ser utilizadas en otras investigaciones, se solicitara su autorizacion. Las
muestras que se conserven al término del estudio seran mantenidas a -20°C por
si pudiesen servir a futuro. Si usted decide retirarse voluntariamente de este
estudio, sus muestras seran eliminadas.

Derechos del participante: Si usted requiere cualquier otra informacion sobre
su participacion en este estudio puede llama a:

DR. WERNER APT B. Investigador Responsable
Teléfonos/Fax: (56-2) 9786122

Conclusiones:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y
de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que se
realicen los procedimientos del estudio y si cumplo los requisitos recibir
tratamiento con nifurtimox al término del estudio, del cudl también sera
responsable el Dr. Werner Apt.

Nombre del participante Firma Fecha

Nombre del informante Firma Fecha

DR. WERNER APT B.

Nombre del investigador Firma Fecha

Si se trata de un(a) paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de su
apoderado.
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