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I. Resumen

La enfermedad de Chagas (ECh) es una zoonosis parasitaria causada por el
protozoo flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). En Chile, la ECh constituye una
infeccion prevalente, y se estima que existen aproximadamente 160.000 personas
infectadas. En su etapa cronica entre un 30 a 40% de los individuos con ECh
desarrollard cardiopatia, megasindromes digestivos 0 ambos. Siendo Nifurtimox
(NFX) y Benznidazol los farmacos autorizados para el tratamiento etiolégico de la

ECh, encontrandose disponibles en la red de salud publica de nuestro pais.

El objetivo de esta tesis fue evaluar la eficacia quimioterapéutica de NFX en el
tratamiento de la ECh crénica en seguimiento prolongado (4 afios), a través de la
carga parasitaria de T. cruzi en sangre y la condicion electrocardiografica. La
poblacion en estudio estuvo constituida por 62 individuos con ECh cronica que
recibieron tratamiento con NFX en el afio 2009. El promedio de parasitemia en
condiciones de pre y post-terapia fue de 10,5 y 0,91 parasitos equivalentes/ml,
respectivamente, determinandose que existen diferencias significativas entre
ambas parasitemias (p<0,0001) y por otro lado, al comparar las cargas
parasitarias dependiendo de la condicion electrocardiografica después del
tratamiento, se determin06 que no existen diferencias estadisticamente

significativas (p=0,26).

En Chile, las publicaciones relacionadas con el tratamiento con NFX en individuos
con ECh son escasas y en la actualidad se desconoce la eficacia del tratamiento
durante la fase cronica de la infeccion. Los resultados de esta tesis son auspicios
puesto que se determind que existen diferencias entre las cargas parasitarias
antes y después del tratamiento, ademas en el 51.7% de los casos, la parasitemia
desaparece totalmente y en el 20% disminuye, lo que indicaria cura parasitolégica,
y a pesar que no se evidencié diferencias entre los grupos segun la evoluciéon
electrocardiografica, un 63,4% de los individuos no progresan a la cardiopatia

chagésica cronica.



Il. Introducciodn

La enfermedad de Chagas (ECh) es una zoonosis parasitaria producida por el
protozoo flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), perteneciente a la familia
Trypanosomatidae. La enfermedad es transmitida al ser humano por insectos
hematofagos de la familia Triatominae, conocidos comunmente como “vinchucas”
(1), siendo Triatoma infestans (T. infestans) el principal vector desde la linea
ecuatorial hacia el sur (2). Otras vias de transmisién la constituyen las vias
transplacentaria, transfusional, alimentaria, lactancia materna y accidentes de

laboratorio (3).

La enfermedad es endémica desde la Patagonia a la frontera norte de México
(1, 4). Se estima que 28 millones de personas de la region estan expuestos a la
infeccion y que la ECh mata a 14.000 personas cada afio, mucho méas que
cualquier otra parasitosis en la region, incluida malaria (5). Ademas, causa
discapacidad prematura, con un costo anual de 667.000 afios de vida ajustados

por discapacidad (6).

En Chile, la ECh constituye una infeccién prevalente, distribuida a lo largo del pais,
desde la XV region de Arica y Parinacota a la VI regién del Libertador General
Bernardo O’Higgins, estimandose aproximadamente en 160.000 los habitantes
infectados (7). En el afilo 1999, Chile logra certificar la interrupcion de la
transmision vectorial de T. cruzi en base al control realizado sobre T. infestans en

la Iniciativa del Cono Sur (8).

Actualmente, es considerada una de las “enfermedades desatendidas” mas
importantes del mundo (9) y debido a sus implicancias médicas, sociales y
econdémicas constituye uno de los principales problemas de salud publica de
Latinoamérica (10, 11), sin embargo, hay que considerar que ha habido un cambio
en los patrones epidemiolégicos de la enfermedad, debido a que se ha

incrementado el nUmero de individuos con ECh en las areas no endémicas debido



a la migracién de personas infectadas desde Latinoameérica a otras partes del
mundo, lo cual ha determinado que adquieran mayor importancia otros
mecanismos de infeccion distintos al vectorial, como el transfusional y vertical (12,
13).

La ECh cursa con dos etapas clinicas, la etapa aguda, donde solo un bajo
porcentaje de los infectados presentan signos clinicos y parasitemia evidente, y la
etapa cronica, donde un 30 a 40% individuos desarrollan cardiopatia,
megasindromes digestivos o ambos (14), siendo la cardiopatia chagéasica la
principal causa de muerte en estos individuos (1, 15). El diagnéstico de la
infeccion en la etapa aguda se realiza mediante técnicas directas de identificacion
del parasito o su material genético, tales como el xenodiagnostico (XD) y la
Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR) (16), mientras que, en la etapa
cronica los métodos indirectos de diagndstico, basados en la deteccion seroldgica
de anticuerpos especificos para T. cruzi, tales como Inmunofluorescencia indirecta
(IF1) y ELISA son los mas recomendados por su alta sensibilidad y especificidad
(15).

El principal mecanismo de dafio tisular de la ECh es la reaccion inflamatoria y
fibrosis progresiva inducida por T. cruzi después de la ruptura de los
“pseudoquistes” presentes en los drganos parasitados, existiendo consenso que
estos mecanismos siempre son el resultado de la presencia de T. cruzi y sus

antigenos (1).

La quimioterapia etiolégica en la ECh suprime la parasitemia, eliminando al
parasito de la sangre periférica y tejidos pudiendo revertir la fibrosis (17, 18).
Nifurtimox (NFX) y Benznidazol (BNZ) son los farmacos autorizados, segun
consideraciones éticas, para el tratamiento etiolégico de la ECh y se encuentran
disponibles en la red de salud publica de nuestro pais (3). No obstante,
especialmente con BZN, existe escasa experiencia en su administracién. En

Latinoamérica, millones de individuos siguen sin tratamiento adecuado y aunque



no existen cifras oficiales, se estima que no mas del 1% de los infectados ha
recibido algun tipo de tratamiento (19). Para el control de la enfermedad no existen
vacunas disponibles (13).

Actualmente, no existe consenso sobre un criterio de cura para evaluar el
tratamiento de la ECh cronica, porque la verificacion de la cura parasitoldgica en
esta fase es mas compleja y lenta que en la fase aguda. Las bajas parasitemias y
el prolongado periodo de seguimiento necesario para la negativizacion de las
pruebas seroldgicas en los casos curados, pueden tardar incluso mas de 10 afios
(17).

Durante las dltimas décadas, los métodos basados en la metodologia de PCR han
sido aplicados en numerosos estudios de seguimientos de individuos con ECh
tratados con diferentes drogas tripanocidas (16, 20, 21), sin embargo, estas
técnicas son cualitativas y no representan la carga real de T. cruzi circulante,
porque solo detectan, caracterizan y amplifican cientos de veces una secuencia de
interés. Con la aplicacion reciente de la técnica de PCR Tiempo Real (QPCR) en la
ECh, ha sido posible obtener informacion cuantitativa sobre las cargas parasitarias
circulantes en diversos hospederos, incluido el hombre (22, 23). Estas evidencias
han permitido formular que qPCR puede ser una herramienta Gtil para evaluar el

tratamiento etiol6gico de esta parasitosis (24, 25).

El objetivo de esta tesis, fue evaluar la eficacia del NFX en el tratamiento de la
ECh crénica, determinando la cantidad de T. cruzi circulante, describir la evolucion
electrocardiografica en los individuos tratados y, evaluar si dicha evolucién se

relaciona con la carga parasitaria después de 4 afios post-terapia.



I1l. Marco Teorico

1. Epidemiologiay distribucién geografica
La ECh representa un importante desafio para la salud publica en Latinoamérica,
donde se estima que entre 8 y 10 millones de personas estan infectadas con
T. cruzi (14), comprendiendo el territorio desde el sur de Estados Unidos hasta la
Patagonia, aunque las migraciones han llevado a individuos infectados fuera de
Latinoamérica, lo que ha determinado que la ECh sea en la actualidad, un
problema de salud publica global. Entre 10.000 y 14.000 muertes ocurren al afio a
causa de la ECh (5). No obstante, estas estimaciones han disminuido
notablemente debido a la implementacion de programas exitosos de control del
vector, monitoreo en bancos de sangre y acciones educativas dirigidas a la
poblacién en riesgo. A finales de la década del 90°, Chile y Uruguay fueron
declarados libres de la transmision vectorial intra-domiciliaria por T. infestans y en
la actualidad, el control a nivel de bancos de sangre se aproxima al 100% en la
mayoria de los paises endémicos de la enfermedad. Las prevalencias en estos
paises fluctian entre el 1 al 6,8%, siendo Brasil, México y Argentina los

responsables de 60% de individuos infectados en Latinoamérica (1).

En el area endémica de ECh en nuestro pais existen alrededor de 160.000
personas infectadas (7), distribuidas en areas rurales y periurbanas de las ocho
primeras regiones, incluida la Region Metropolitana, siendo consideradas
hiperendémicas, las regiones de Atacama y Coquimbo (26).

2. Trypanosoma cruzi, ciclo de viday mecanismos de transmision
T. cruzi pertenece al Reino Protista, Subreino Protozoa, Phylum
Sarcomastigophora, Subphylum Matisgophora, Clase Zoomastigophorea, Orden
Kinetoplastida (1). Se caracteriza por la existencia de una Unica mitocondria,
llamada kinotoplasto. EI material gendémico de T. cruzi esta situado en el nucleo y
el kinetoplasto, constituyendo el ADN kinetoplastidico (kADN) cerca del 20% del
ADN total del parasito.



En condiciones naturales, T. cruzi puede infectar alrededor de 150 especies de
mamiferos de diferentes 6rdenes, incluyendo animales silvestres y domésticos. La
transmision natural del parasito se realiza principalmente por medio de los
vectores biologicos, hemipteros hematéfagos, comunmente conocidos como

“vinchucas” (1).

Existen mas de 150 especies de triatominos identificadas, siendo 70 consideradas
como vectores biolégicos para T. cruzi (27). Los principales vectores en paises del
Cono Sur son Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis y Panstrongylus megistus

).

En Chile, se describen 4 vectores biolégicos de la ECh: T. infestans de hébitos
domésticos, Mepraia spinolai, Mepraia gajardoi y Mepraia parapatrica de habitos
silvestres. T. infestans representa la especie de mayor importancia epidemioldgica
para la ECh ya que mantiene el ciclo doméstico de la enfermedad. Otra via de
infeccion para el hombre es a través de transfusiones sanguineas, mecanismo
controlado a través de tamizaje en los bancos de sangre chilenos, y en los cuales
no se describen casos de transmision por esta via desde el afio 1985. La
transmision congénita también ha sido reportada como otra forma de infeccion,
ocurriendo entre el 2 al 11% de los embarazos de mujeres cronicamente
infectadas en algunas regiones de Bolivia, Chile y Paraguay (28, 29). Otras vias
de menor significacion epidemiolégica para la transmision de ECh, son el
trasplante de dérganos o médula (1), y raramente infecciones accidentales de
laboratorio. La ingesta de alimentos y liquidos contaminados con deyecciones de
triatominos también se considera como una forma de transmision, constituyendo

en algunos casos, brotes de transmision con numerosos casos agudos (1, 30).

Los triatominos se infectan al ingerir sangre de mamiferos infectados, accién
generalmente indolora y que ocurre normalmente en la oscuridad. En el intestino
medio y posterior de los insectos, los tripomastigotes ingeridos se diferencian a

epimastigotes, los que se multiplican activamente por division binaria. En el



intestino posterior, al cabo de 20 a 30 dias, se desarrollan los tripomastigotes
metaciclicos, forma infectante para los mamiferos. Mientras el insecto infectado
pica al mamifero, emite deyecciones y las formas infectantes atraviesan la piel por
el sitio de la picadura, las mucosas o bien heridas pre-existentes (1).Las formas
infectantes penetran las células del hospedero vertebrado susceptible, para
completar su ciclo de vida. Pueden invadir inmediatamente las células
reticuloendoteliales y conectivas, o pueden ser transportados en la sangre a otros
sitios antes de invadir las células del hospedero. Dentro de estas células, los
tripomastigotes se diferencian a amastigotes, los cuales se multiplican activamente
mediante fision binaria, al cabo de las cuales, la célula hospedera se destruye
infectando nuevas células o invadiendo sangre periférica. Las formas
tripomastigotes circulantes en la sangre y en la linfa diseminan la infeccion y el
resultado es un incremento exponencial de parasitos intracelulares y sanguineos.
La diseminacion es mayoritariamente hacia células musculares cardiacas, lisas y
esqueléticas (1). El parasitismo eventualmente decae por la respuesta inmune del
hospedero y la parasitemia patente de la fase aguda evoluciona gradualmente a
una parasitemia subpatente, caracteristica de la fase crénica. El ciclo biolégico se
completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por los triatomas hemat6fagos
(1).

3. Aspectos clinicos y diagnoéstico de laboratorio de la enfermedad de

Chagas

En la ECh se pueden distinguir dos fases: aguda y crénica (1). La mayoria de las
personas infectadas ignora que han adquirido la parasitosis, debido a que en el
periodo agudo los sintomas son infrecuentes y cuando existen corresponden a
sintomas inespecificos, como fiebre e inflamacion de ganglios linfaticos. El periodo
cronico puede ser dividido en inicial indeterminado y tardio determinado, que se
caracteriza por parasitemia subpatente y miocardiopatia dilatada, compromiso del
sistema digestivo 0 sistema nervioso central. En personas con depresion del
sistema inmunoldgico como consecuencia de VIH/SIDA o quimioterapia, la ECh
puede reactivarse con una gran cantidad de parasitos en la sangre periférica y

otros tejidos del cuerpo (31).



En Chile, aproximadamente el 30% de los individuos con ECh tienen cardiopatias

(14) y de ellos, un tercio necesita marcapasos para sobrevivir (26).

3.1. Diagnostico serologico

El diagnéstico serolégico de la ECh se realiza rutinariamente mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA (32). Es importante sefialar que si
bien las técnicas de serologia convencional presentan una buena sensibilidad (95-
100%), no permiten determinar la etapa de la infeccidn ni la evolucion clinica, asi
como tampoco permiten realizar estudios de evaluacion de eficacia
quimioterapéutica debido a que permanecen persistentemente positivas en el
tiempo, aun cuando las pruebas parasitoldgicas resulten negativas (15, 17).

3.2. Diagnéstico parasitoldgico directo
El diagnoéstico parasitologico de la ECh esta basado en la demostracion de la
presencia de T. cruzi mediante pruebas directas, aplicadas fundamentalmente en
el periodo agudo de la infeccidn. Los métodos de eleccion son: examen
microscopico de sangre fresca, Strout, microhematocrito, hemocultivo vy
xenodiagnéstico (16). En el periodo cronico de la enfermedad, la parasitemia
disminuye a niveles subpatentes y la utilidad de las pruebas directas se ve
limitada, siendo los métodos de eleccién en esta etapa, aquellos que detectan

anticuerpos especificos contra el parasito, especialmente de tipo 1gG (15).

3.3. Diagnostico parasitologico molecular mediante Reaccién de la
polimerasa en cadena
En la ultima década, la técnica de la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR)
ha sido introducida como método diagnéstico parasitoldgico de eleccion en las
diferentes etapas de la ECh, permitiendo no solamente reconocer la presencia de
T. cruzi en sangre, casos congénitos o evaluacion de la eficiencia
quimioterapéutica, sino también caracterizar las cepas circulantes de T. cruzi en

vectores y mamiferos (20, 33).
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4. Tratamiento de la enfermedad de Chagas

La ECh debe ser tratada siempre, independiente del periodo o fase de ésta, con
excepcion de aquellos individuos con ECh cardiopatas con Core bovis o
insuficiencia cardiaca. Constituyen también contraindicacion el embarazo,
lactancia, alcoholismo cronico, hepatopatias, nefropatias y hemopatias graves.
Los unicos farmacos que se utilizan en la ECh humana segun consideraciones
éticas, son NFX y BNZ, ambos utilizados desde la década de 1970 (34). Estos
actuan sobre el genoma de T. cruzi, inhibiendo la sintesis de ADN, ARN y de
proteinas, degradando estas moléculas, reduciendo la parasitemia (34) y
demostrando sensibilidad selectiva sobre las diferentes cepas de T. cruzi.

Aunque éstos son los Unicos farmacos autorizados internacionalmente para el
tratamiento de la ECh, originan efectos colaterales (35) y su eficacia es variable
(19). En la actualidad, no existe tratamiento etiologico eficaz sin efectos
colaterales y de facil adquisicion. Se ha estimado que el porcentaje de cura en
tratamiento de la ECh durante el periodo cronico alcanza el 30%. Pese a esto, es
de suma importancia tratar a los individuos con ECh crénica que cursan el periodo
indeterminado, puesto que al hacerlo, se evita el desarrollo de cardiopatia, que es

evolutiva y por lo general de mal prondstico (36, 37).

5. PCR en Tiempo Real y su aplicacion en la enfermedad de Chagas
cronica

La técnica de PCR convencional ha mejorado notablemente la eficiencia
diagnéstica en la deteccién de T. cruzi circulante en sangre humana (38). Sin
embargo, el ADN amplificado no tiene relacibn con la concentracion inicial
presente en la muestra, debido a que PCR 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
(gPCR), los procesos de amplificaciéon y deteccion se producen de manera
simultdnea en el mismo sitio de reaccion. Ambas estrategias, PCR y gPCR, han

sido exitosamente aplicadas en la evaluacion de tratamiento en casos pediatricos
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tratados con NFX (25) y BNZ (23, 39). Debido a que la serologia no es util para
evaluar el éxito o fracaso de la terapia (22), qPCR aparece como una herramienta
eficaz para dicho propdsito (23).

Por otra parte, en algunos estudios se ha demostrado que el tratamiento etiolégico
para la ECh cronica puede revertir, curar o evitar el progreso de las alteraciones
electrocardiogréaficas encontradas antes de la terapia (21, 26).

Conociendo la relevancia que tiene la ECh tanto en Latinoamérica como en el
mundo y sabiendo que el tratamiento puede ayudar en mantener la calidad de vida
de los individuos infectados en etapa crénica se intentara responder las siguientes

preguntas:

- ¢Cudl es la eficacia parasitolégica de Nifurtimox en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas cronica?

- ¢Nifurtimox, evita la progresiéon a la cardiopatia chagésica cronica en

personas tratadas y evaluadas en seguimiento prolongado?

12



IV. Objetivos

Objetivo General

Evaluar la eficacia de Nifurtimox en el tratamiento de la enfermedad de Chagas

cronica en seguimiento prolongado.

Objetivos Especificos

1. Establecer si existen diferencias en la carga parasitaria de Trypanosoma
cruzi en condiciones de pre y post-terapia prolongada.

2. Determinar la condicidon electrocardiogréafica de los individuos tratados en
seguimiento prolongado.

3. Determinar si existen diferencias entre la carga parasitaria de los individuos

tratados segun la evolucion electrocardiografica.

V. Hipotesis

El tratamiento con Nifurtimox disminuye la carga parasitaria de Trypanosoma cruzi

y evita la progresion a la cardiopatia chagasica cronica.
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VI. Material y Métodos

1. Tipo de estudio y poblacion

Estudio descriptivo, cuasi-experimental. La poblacion en estudio correspondié a 62
individuos con ECh cronica, condicion confirmada mediante las técnicas
serolégicas convencionales de IFl y ELISA IgG (32), que recibieron tratamiento
con NFX de 8-10 mg/kg/dia durante 60 dias, en el afio 2009. Todos ellos proceden
de zonas urbanas y rurales de la IV Regidén de Coquimbo, Provincias de Choapa
(Comunas de lllapel, Salamanca, Los Vilos y Canela) y Limari (Combarbald), que
aceptaron participar del estudio bajo firma de Consentimiento informado (Anexo
1), aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, Resolucion 049-2009 (Anexo 2).

Como criterios de inclusién, se consideré los antecedentes epidemioldgicos vy
disponibilidad de muestras bioldgicas, es decir, muestras de sangre y trazado
electrocardiografico, antes de la terapia (afio 2009) y dltimo seguimiento
(diciembre 2013), lo que corresponde a un promedio de 4 afios de seguimiento

prolongado después de la administracion de NFX.

Estos individuos fueron elegidos por conveniencia, debido a que fueron sujetos
gue aceptaron voluntariamente participar y a quienes se les pudo tomar muestra
de sangre y trazado electrocardiografico antes y después de realizado el
tratamiento, segun las especificaciones antes mencionadas. El andlisis de los
resultados fue de tipo comparativo entre las mediciones antes y después de la

terapia con NFX.
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2. Manejo de las muestras

2.1. Obtencién y purificacion de ADN de muestra de sangre para qPCR
Se utilizaron muestras de sangre periférica obtenidas antes del tratamiento en el
afio 2009 y al ultimo seguimiento realizado en diciembre 2013. Se obtuvo la
muestra de sangre mediante puncion venosa, las cuales fueron recibidas en tubos
Venoject en volumen 1:1 de solucion de Guanidina HCI-EDTA (2 ml de sangre en
2 ml solucion preservante-anticoagulante). Todas las muestras fueron incubadas a
98°C por 15 min para favorecer el desencadenamiento de la red de minicirculos de
T. cruzi y conservadas a 4°C para su posterior extraccion de ADN.
La purificacion de ADN se realizd6 a partir de un volumen de 200 pl muestra,
utilizando el kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), para un volumen final de
elucién de 100 ul. Las muestras se transfirieron a través de columnas de silica,
utilizando los reactivos segun especificaciones del kit. EI ADN purificado se
mantuvo a -20°C hasta su amplificacion.

2.2. PCR Tiempo Real

2.2.1. Curva estandar y sistema de deteccion SYBR® Green
Para obtener ADN parasitario y generar la curva estandar para la cuantificacion
mediante qPCR, se utilizé un “stock” de formas epimastigotas de T. cruzi cepa
Tulahuén y cepa DM28c obtenidas de cultivo axénico. La curva estandar se
origind a partir de una concentracion conocida de ADN de T. cruzi, realizando
diluciones seriadas (1/10) en sangre de individuo sin ECh, con un rango dinamico
de 8 puntos, que fluctuaron entre 10° a 10! paréasitos equivalentes/ml (par. eq./ml),
posteriormente, se extrajo ADN de las diluciones. Todos los célculos se estimaron
considerando que cada célula de T. cruzi posee 200 fg de material genético (23,
40). Paralelamente, se utiliz6 como control interno (Cl) de gPCR, parte de una
secuencia del cromosoma 12 (X12). El CI fue disefiado para descartar casos de
falsos negativos debido a ausencia de ADN en la muestra evaluada, ya sea por

problemas en la extraccion o inhibicion en la reaccion de gPCR. De este modo, ClI
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es 0til como control de extraccion de ADN y como control de reaccion de gPCR
(41).

La carga parasitaria fue analizada a través de la cuantificacion en qPCR aplicando
el sistema de deteccion SYBR® Green, en un termociclador Mx3000P™
Stratagene (AgilentTecnologies, U.S.A.) en condiciones sugeridas por el
fabricante. Los primers que se utilizaron en la reaccion corresponden a los
partidores de ADN satelital cruzi 1 (5-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’) y cruzi 2
(5-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’), cada uno a una concentracion de 0,3 uM
(22, 42). La mezcla de reaccion se realiz6 en una campana de flujo laminar y
estuvo compuesta por 2 pl de muestra de ADN, 10 ul de 2x Brilliant 11l Ultra-Fast
SYBR® Green QPCR Master Mix, 0,5 ul de una solucién 1:500 de Reference Dye
(Stratagene) y agua libre de nucleasas (30nM), 0,6 pl de cada uno de los
oligonucledtidos satelitales cruzi 1 y cruzi 2, y 6,3 ul de Molecular Biology Grade
Water (Mo Bio) para un volumen final de reaccion de 20 pl. El perfil térmico
consistié en 3 minutos de pre-incubacién a 95°C y 40 ciclos de amplificacion (95°C
por 5 segundos, 60°C por 20 segundos). El registro de la fluorescencia emitida se
realizé a 72°C al final de cada ciclo. Al término de los ciclos de amplificacion, se
realiz6 un ciclo para generar la curva de fusién, consistente en una etapa de
denaturacion inicial a 95°C durante 5 segundos, luego disminucién hasta los 25°C,
aumento hasta los 70°C durante 15 segundos y finalmente se aumentd la
temperatura progresivamente hasta los 95°C, trayecto en el cual se hizo lectura de
fluorescencia emitida. Los resultados fueron obtenidos automaticamente por el
equipo, y fueron analizados con el software MxPro v4.10 (Stratagene). Se debe
sefialar que todo resultado negativo (ausencia de deteccion de T. cruzi)
corresponde al valor cero y se representa como No Ct (donde no se obtuvo
reaccion de fluorescencia), todo valor positivo fue informado en par. eq./ml, para
que cada individuo tratado tenga claridad sobre su condicion parasitologica.
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2.3. Electrocardiografia
A cada individuo en estudio se le tomd un electrocardiograma (ECG) de 12
derivaciones, cuyo trazado electrocardiografico fue interpretado por médico
cardi6logo especialista en cardiopatia chagéasica cronica (CCC) a doble ciego,
segun los criterios internacionales establecidos (43, 44). Se descartaron otras
causas posibles de cardiopatia, segun los antecedentes epidemiologicos Yy
clinicos. Los resultados fueron agrupados en ECG normales y alterados

especificando cada alteracion detectada.

3. Variables y su operacionalizacion
La variable de exposicion es el tratamiento con NFX de 8-10 mg/kg/dia durante 60
dias.
Las variables resultado consideradas para este estudio fueron las siguientes:
- Parasitemia de Trypanosoma cruzi

- Electrocardiografia

3.1. Definiciones:

Parasitemia de T. cruzi: se define como la cantidad de parasitos presentes en la
sangre periférica del individuo, medidos mediante qPCR aplicando el sistema
SYBR® Green y los primers cruzil/cruzi2, cuyo resultado es informado en
par. eq./ml, siendo estos obtenidos a través de la extrapolacidon de los valores de
la fluorescencia obtenida de las muestras v/s la fluorescencia de la curva estandar.
En este caso, existen rangos donde de los valores obtenidos corresponden a las
mismas diluciones de la curva estandar:

- 1.000.000 par. eq./ml a 100.000 par. eq./mi
- 100.000 par. eqg./ml a 10.000 par. eq./ml

- 10.000 par. eg./ml a 1.000 par. eq./ml

- 1.000 par. eq./ml a 100 par. eq./ml

- 100 par. eg./ml a 10 par. eq./ml

- 10 par. eqg./ml a1 par. eq./ml

- 1lpar.eq./mla0,1 par. eq./ml

- No Ct (muestra negativa para T. cruzi)
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Todo cambio del nivel de parasitemia entre un rango y otro se consider6 como

aumento o disminucién de la parasitemia segun corresponda.

Electrocardiografia: Medicion de la actividad eléctrica del corazén, utilizando
electrocardidgrafo de 12 derivaciones que genera un trazado electrocardiografico.
En cuanto a la evolucién electrocardiografica, se generaron 4 categorias

dependiendo de los resultados antes y después del tratamiento:

- Categoria A: Se mantiene el ECG normal.

- Categoria B: Existen alteraciones menores pre-terapia que en algunos casos
desaparecen post-terapia.

- Categoria C: No mejora, con presencia de una o0 mas alteraciones pre-terapia,
como QTc prolongado, bloqueos de rama o arritmias.

- Categoria D: Progresa de normal en pre-terapia a alterado en post-terapia,
aparecen blogueos, QTc prolongados o arritmias.

La operacionalizacion de las variables se resume en la siguiente tabla:

Variable

Definicién

Operacionalizacion

Tipo de variable y
Unidad de Medida

Fuente de informacioén

Parasitemia de

T. cruzi

Cantidad de parasitos
equivalentes por ml
presentes en la

sangre del individuo

Resultado gPCR
Negativa: 0
Positiva: >0

Expresado en

par. eq./ml

Tipo Cuantitativa

(continua)

Mediciones realizadas en
el Laboratorio de
Parasitologia de la
Universidad de Chile

Electrocardiografia

Medicion de la
actividad eléctrica del

corazén

Normal: sin
alteraciones
Alterado: tipo de

alteraciones

Tipo Cualitativa

(Nominal)

Mediciones realizadas en
terreno y analizadas por
médico cardiélogo, experto
en CCC
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4. Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue determinada a través de la prueba de Shapiro-Wilk
y la homocedasticidad a través de la prueba de Bartlett's, determinandose que los
datos no distribuian normal (p<0,0001) y que al menos una de las varianzas era
distinta (p<0,0001), por lo cual para comparar las parasitemias entre dos grupos
se utilizo la prueba de Mann-Whitney:

- Pre v/s post-terapia.

- Disminuye v/s aumenta o mantiene parasitemia.

Por otro lado para comparar las parasitemias entre 4 grupos se utilizé la prueba de

Kruskal-Wallis: categorias A-D de la evolucion electrocardiogréfica.

Finalmente para comparar las positividades antes y después del tratamiento se
utilizé la prueba de McNemar. Para todas las pruebas se estimé un error Tipo |
maximo de 0,05 utilizando el programa STATA v.12.0. El analisis descriptivo se
hizo a través de tablas y porcentajes, adicionalmente, se utilizaron los programas

Word y Excel.
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VIl. Resultados

Todas las muestras evaluadas mostraron amplificacion para el ClI, por lo que se
consider6 que no hubo pérdida de material genético durante el proceso de
extraccion de las muestras sanguineas e inhibicion de la reaccion de qPCR,

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
R? (Coeficiente de determinacién), Y (Pendiente), Eff (Eficiencia) y algunas

muestras intersectadas en la curva.

Figura 1. Curva estandar de PCR Tiempo real SYBR® Green (m) para T. cruzi en
muestras de sangre periférica de individuos con enfermedad de Chagas cronica.
Rango dinamico 10°a 10™ parésitos equivalentes/ml. Valores de la curva estandar:
Rsq = 0.998, Y = -3.225*log(x) + 33.99, Eff = 104.3%. Muestras problema

intersectadas en la curva (A).

Ct (dRM)

1,00 e-01 1,00 e+00 1,00 e+ 1,00 e4012 1,00 e4013 1,00 e+14 1,00 e05 1,00 e+

Initial Quantity (copies)
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De los 62 individuos, las parasitemias mas altas correspondieron a 1.355 y
947.000 par. eq./ml, valores atipicos los cuales no fueron consideradas en este
estudio.

En condiciones de pre-terapia, 8 muestras no amplificaron, 11 tuvieron carga
menor a 1 par. eq./ml, 23 presentaron parasitemias entre 1-10 par. eq./ml y 18
entre 10-100 par. eq./ml, Tabla 1. En la condicion post-terapia, 34 muestras
resultaron negativas, 20 presentaron parasitemias menores a 1 par. eq./ml, 5 entre

1-10 par. eq./ml y solo 1 entre 10-100 par. eq./ml, Tabla 1.

Tabla 1. Rangos de parasitemia por Trypanosoma cruzi en pre y post-terapia de

60 individuos tratados con Nifurtimox en el afio 2009 y seguimiento de 4 afos.

RANGOS PARASITEMIA  PRE-TERAPIA  POST-TERAPIA

10°-10° par. eq./ml 0 0
10°-10* par. eq./ml 0 0
10*-10° par. eq./ml 0 0
10°-10° par. eq./ml 0 0
10%-10" par. eq./ml 18 (30%) 1 (1,7%)
10*-10° par. eq./ml 23 (38,4%) 5 (8,3%)
10°-10" par. eq./ml 11 (18,3%) 20 (33,3%)
No Ct* 8 (13,3%) 34 (56,7%)

* No threshold cycle, que corresponde a un resultado negativo (ausencia de deteccién de T. cruzi con valor cero).

El andlisis estadistico determind que los 60 individuos tratados con NFX entre los
afios 2009-2010 con un seguimiento promedio de 4 afos:

1. La positividad de gPCR (cualitativamente) en condiciones de pre-terapia fue
86,7% (52 individuos) y en la post-terapia 43,3% (26 individuos), Tabla 1. En la
post-terapia 40,3% (21 individuos) mantuvieron la positividad y 37,5% (3
individuos) se mantuvieron negativos. Al comparar mediante la prueba de
McNemar los cambios de positividad (de positivo a negativo y viceversa, 59,7% y

62,5% respectivamente) se determiné que no existen diferencias significativas en
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estos porcentajes (p=0,24), lo que indicaria que cualitativamente no existen

cambios al medir la presencia de T. cruzi en sangre.

2. En 43 individuos (71,7%) hubo una disminucion evidente de la parasitemia
medida a través de qPCR. En 31 de ellos, la parasitemia desaparece totalmente
(51,7%) y en 12 individuos disminuye (20%). Por otro lado, el grupo de 14
individuos (23,3%) en que la parasitemia se mantiene o aumenta después del
tratamiento, se caracteriza de la siguiente manera: 5 casos (8,3%) con parasitemia
negativa pre-terapia y que se positiviza durante el seguimiento; en 4 casos (6,7%),
la parasitemia se mantiene a niveles menores a 1 par. eq./ml; en 3 casos (5%) la
parasitemia se mantiene a niveles mayores a 1 par. eq./mly, en 2 casos (3,3%), la
parasitemia aumentd. Finalmente, 3 individuos nunca presentaron parasitemia
positiva (5%), Tabla 2.

Tabla 2. Distribuciéon de los individuos, nimero y porcentajes segun la variacion

de la parasitemia después de realizada la terapia con Nifurtimox en el afio 2009.

PARASITEMIA SUBCATEGORIA n (%) TOTAL PROMEDIO PARASITEMIA
o Desaparece 31 (51,7%)
Disminucion _ 43 (71,7%) 0,1 par. eq./ml
Disminuye 12 (20%)
Aparece 5 (8,3%)
Mantiene Mantiene baja 4 (6,7%)
i 14 (23,3%) 3,63 par. eq./ml
0 aumenta Mantiene alta 3 (5%)
Sube 2 (3,3%)
Sin parasitemia Nunca 3 (5%) 3 (5%) -

3. El promedio de parasitemia en condiciones de pre-terapia en los 60 individuos
fue de 10,5 par. eq./ml y en condiciones de post-terapia, el promedio fue de 0,91
par. eq./ml. Mediante la prueba de Mann-Whitney se determiné que existen
diferencias significativas entre los promedios de parasitemia (p<0,0001), por lo
tanto es posible inducir que NFX tiene efecto tripanocida importante sobre la carga

parasitaria de T. cruzi presente en sangre periférica en esos individuos.
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4. A todos los individuos en estudio se les aplico ECG de 12 derivaciones antes y
después de la terapia, para determinar cual era su estado de compromiso
cardiaco y determinar si el tratamiento tenia influencia en la evolucién
electrocardiografica. Los resultados, de acuerdo a las 4 categorias anteriormente
descritas, son los siguientes: en la categoria A 25 individuos (41,7%) con un
promedio de carga parasitaria de 0,41 par. eq./ml., en la B 13 individuos (21,7%)
con un promedio de parasitemia de 0,25 par. eq./ml, en la C 15 individuos (25%)
con un promedio de parasitemia de 2,7 par. eq./mly en la D 7 individuos (11,6%)

con un promedio de parasitemia de 0,17 par. eg./ml, Tabla 3.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se determindé que no existen diferencias
significativas entre las cargas parasitarias entre los 4 grupos (p=0,26), siendo las
alteraciones electrocardiograficas mas frecuentes en la post-terapia: la bradicardia
sinusal (17 casos), blogueo completo de rama derecha (8 casos) y QTc
prolongado (6 casos).

Tabla 3. Categorias segun la evolucion del electrocardiograma, numero de
individuos, porcentajes y promedio de parasitemia después del tratamiento con
Nifurtimox en el afio 2009 y seguimiento de 4 afos.

CATEGORIAS n (%) PROMEDIO PARASITEMIA
A 25 (41,7%) 0,41 par. eq./ml
B 13 (21,7%) 0,25 par. eq./ml
C 15 (25%) 2,7 par. eq./ml
D 7 (11,6%) 0,17 par. eq./ml

5. Al comprar a traves de la prueba de Mann-Whitney el grupo en que disminuyo la
parasitemia (43 individuos, promedio 0,1 par. eq./ml), con el grupo en que la
parasitemia se mantuvo o aumenté (14 individuos, promedio 3,63 par. eq./ml),
Tabla 2, se determind que existen diferencias significativas entre las cargas

parasitarias (p<0,0001).
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VIIl. Discusion

Si bien numerosos farmacos han demostrado actividad contra T. cruzi (45-48), en
la actualidad no existen farmacos para uso clinico que sean enteramente
satisfactorios en cuanto a eficacia y seguridad en el tratamiento de la ECh (17, 18,
21). Los unicos que actualmente son administrados a humanos sobre la base de
consideraciones éticas y clinicas, son NFX y BNZ (3). Su uso ha sido restriguido
por su limitada disponibilidad y los efectos adversos que causan en individuos
adultos que cursan la fase cronica de la infeccion (7, 10, 21, 49) , pudiendo
presentarse hasta en el 40% de individuos tratados con BNZ y 61% de tratados
con NFX (35, 50).

A fines de los afios 60, un ensayo clinico internacional evalué la eficacia de NFX y
BNZ (17), a partir de lo cual, muchos investigadores recomendaron la
administracion del tratamiento en la fase aguda y cronica de la ECh (51) no
obstante, la indicacién de tratamiento tripanocida en la fase cronica, permanecio
como un tema controversial durante muchos afios (52). En la actualidad existe
consenso que todos los individuos con ECh pueden ser tratados con excepcion de
aquellos que estdn en la etapa crénica tardia o hayan desarrollado una falla

cardiaca cronica descompensada (21) .

Durante los afios 80 en Argentina se administré6 en forma persistente mas BNZ
que NFX en pacientes en fase crénica (17). Durante los afios 90, estudios de
seguimiento prolongado fueron llevados a cabo a través de estudios
observacionales (53-57). Sumado a ello, dos ensayos clinicos randomizados
fueron llevados a cabo en nifios (58, 59). En Brasil mientras tanto, desde 1997
existen recomendaciones para el tratamiento de casos agudos con NFX y BNZ
(60) en nifios de hasta 12 afios y casos de infeccién reciente en adultos (2).
Recientemente, se ha propuesto el tratamiento de casos cronicos en Grado Il de la

New York Association (61) y casos con Grado Il segun criterio clinico (18) .
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En Chile, no ha existido una politica publica para el tratamiento de los individuos
con ECh crénica, es asi que las publicaciones relacionadas son escasas (11, 35,
62, 63), no obstante, en la actualidad existe disponibilidad de NFXy BNZ en la red
de atencién publica (3). En relacion a otros farmacos que han demostrado eficacia
con T. cruzi, en nuestro pais se han realizado ensayos clinicos con Alopurinol (26),
Itraconazol (21) con eficacia quimioterapéutica variable. Actualmente, se
encuentran vigentes protocolos gubernamentales desarrollados en conjunto con
expertos externos para el tratamiento de la ECh aguda y crénica (3), no obstante,
no existe el tratamiento de grandes grupos de infectados, fundamentalmente por
falta de experiencia de los equipos médicos regionales, razén por la cual, se ha
unido la academia y las autoridades de salud para realizar durante los ultimos 5
afios, diversas actividades académicas con participacibn de expertos en el

tratamiento de la ECh de nivel nacional e internacional (64, 65).

En la actualidad se desconoce la eficacia del tratamiento durante la fase crénica
de la infeccibn y mas audn, los criterios de cura son controvertidos. Uno de los
criterios propuestos es la negativizacion de las pruebas serolégicas, sin embargo,
la negativizacién de los titulos de anticuerpos en los pacientes crénicos no ocurre
antes de 8 o 10 afos después del tratamiento (17) y en una proporcién de
individuos no superior al 15% (53). Por tanto, es necesario el estudio de nuevos
marcadores que permitan determinar la disminucion o eliminacién completa de la
carga parasitaria después del tratamiento (66). El establecimiento de un criterio de
cura de consenso constituye uno de los mas grandes desafios en la evaluacién de
la eficacia quimioterapéutica en la ECh cronica (16, 34).El consenso actual es
tratar la ECh con NFX o0 BNZ (segun disponga cada pais) a toda persona infectada
con T. cruzi hasta los 18 afios de edad. El tratamiento debe ofrecerse a los adultos
de 19-50 afios que no presenten cardiopatia chagasica avanzada y es opcional en
los individuos mayores de 50 afios, debido a que el beneficio del tratamiento no ha
sido demostrado en este grupo etario (67) y, a pesar de los efectos adversos
reportados con NFX y BNZ (35), existe consenso que la mayoria de los individuos

con ECh deben ser tratados, a fin de controlar T. cruzi circulante y prevenir nuevos
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focos de inflamacion y extension de lesiones en los tejidos; promover la
regeneracion tisular previniendo de esta forma fibrosis; revertir la fibrosis existente;
prevenir la cardiomiopatia, megaeso6fago y megacolon y finalmente, para reducir

bloqueos cardiacos y arritmias (18).

En el presente estudio, se evalu6 en 60 individuos con ECh cronica la eficacia
quimioterapéutica de NFX a través de dos variables: la carga parasitaria de
T. cruzi en sangre y la condicion electrocardiografica antes y después del
tratamiento (punto inicial y punto final de seguimiento post-terapia promedio de 48
meses). En condiciones de pre-terapia, el promedio de carga parasitaria en el
grupo de estudio determinada mediante qPCR, fue 10,5 par. eq./ml, lo que
confirma los bajos niveles de parasitemia que caracterizan a esta etapa de la
infeccion (68). Trabajos recientes en individuos con ECh crénica en que se
determina la carga parasitaria de T. cruzi aplicando la misma técnica (39), permite
confirmar el mismo hecho, que la carga parasitaria en la ECh crénica es baja. No
obstante, en este estudio fue posible determinar que en 18 individuos, la
parasitemia fue mayor a 10 par. eqg./ml, lo que permite inferir que el individuo
estaba cursando con alta parasitemia, pues, en estos casos, las herramientas
parasitolégicas complementarias aplicadas a este estudio (XD y PCR-S), fueron
positivas. Esta observacion también ha sido descrita por Britto et al. (69),
Fernandes et al.(70) y Gilber et al. (71).

En cuanto a la carga parasitaria post-terapia, fue posible evidenciar ausencia de
pardsitos circulantes en el 51,7% de los casos y en el 20% restante, los niveles de
parasitemia disminuyeron en promedio desde 0,1 par. eq./ml a 0.74 par. eq./ml en
un seguimiento promedio post-terapia de 48 meses. No existen trabajos
semejantes en la literatura, no obstante, en numerosas investigaciones se reporta
la utilidad de la técnica de PCR convencional cualitativa para evaluar la eficacia de
diversos farmacos tripanocidas administrados a individuos con ECh crénica (72,

73). La comparacién entre los casos que disminuyen su carga parasitaria v/s los
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casos que la mantienen o aumentan, permitio determinar que existen diferencias

significativas entre ambos grupos (p<0,0001).

Los resultados de esta tesis son auspiciosos, puesto que en el 71,7% de los
individuos, la parasitemia desaparece o disminuye, lo que evidencia la accion
tripanocida de NFX, siendo esta superior a la reportada en el tratamiento de la
ECh croénica en estudios anteriores (57, 62, 63). La determinacién de los niveles
circulantes de parasitemia mediante gPCR, entrega informacion cuantitativa
fundamental para el individuo con ECh. Hasta la fecha, existe acceso restringido a
las técnicas de biologia molecular, fundamentalmente por falta de profesionales
entrenados y disponibilidad de infraestructura. En trabajos relacionados, sélo se

ha informado de la aplicacién de PCR convencional cualitativa (62, 74-76).

Finalmente, esta tesis permitid determinar que no existen diferencias entre la
evolucion electrocardiografica de los individuos tratados y el promedio de par.
eg./ml de las cuatro categorias. No obstante, el nimero de individuos que
mejoraron y/o mantuvieron ECG normal o con alteraciones menores fueron
considerablemente mayores a los que empeoraron, 38 (63,4%) y 7 (11,6%)
respectivamente, contrario a lo informado recientemente en el estudio BENEFIT,
gue evalué el efecto tripanocida de BNZ en sobre la CCC y sobre lo cual, no hubo

hallazgos significativos (72).

En 9 casos (15%) la carga parasitaria se mantuvo o aumento en la condicion post-
terapia, lo que indica fracaso terapéutico. En estos casos, seria de interés evaluar
los DTUs de T. cruzi circulante, puesto que otros estudios han evidenciado que
ciertas cepas de T. cruzi son resistentes a NFX y/o a BNZ (77-79) y, por otro lado
se ha demostrado que individuos con ECh tratados con Itraconazol o Allopurinol y
gue no responden al tratamiento especifico se encontraban infectados con DTU
Tcl (80).
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En este estudio, 31 individuos con ECh crénica, tratados con NFX y con
seguimiento prolongado, no tienen parasitos circulantes y su ECG es normal o
presenta alteraciones menores. Este especial grupo, podria considerarse curado y
con prondstico auspicioso, debido al postulado que indica que T. cruzi es causante

del dafio directo en los tejidos (1, 60).

Todos los casos evaluados mantienen la serologia convencional positiva al
término del periodo de seguimiento y, no constituye como bien es aceptado por la
comunidad cientifica (17, 60) un parametro fidedigno de curacién. Por el contrario,
gPCR representaria una herramienta fidedigna en la evaluacion de eficacia
quimioterapéutica en la ECh crénica y por tanto en la prevencién y control de la
ECh.
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IX. Conclusiones

La aplicacion de gPCR en la evaluacion de eficacia quimioterapéutica en el
tratamiento de la ECh crénica para cuantificar los niveles de parasitemia, podria
constituir un indicador fidedigno de la condicion parasitolégica de los individuos
tratados y, pese a su dificil estandarizacién y costo, permitiria de manera efectiva,

evaluar el tratamiento con farmacos tripanocidas.

En esta tesis, a los 4 afios de seguimiento se pudo evidenciar la desaparicion de
la parasitemia en al menos la mitad de los individuos tratados y un nimero menor
de individuos que evolucionaron a la cardiopatia chagasica crénica, lo cual es un
buen antecedente de la accion tripanocida de NFX, siempre teniendo en cuenta
gue una adecuada intervencidn terapéutica antiparasitaria y posterior control de
seguimiento con herramientas cuali y cuantitativas como gPCR, permitirdn
disminuir los costos socioecondmicos de la ECh, aumentando la calidad de vida

de cientos de individuos infectados y su entorno familiar.
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XII. Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado proyecto Fondecyt 1100768.

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA 1
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 03 de agosto de 2009, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarz(n G., Médico Neumdlogo, Presidente

Sra. Marianne Gaudlitz H., Enfermera, Mg. Humanidades, Vicepresidente
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Publica

Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista

Dra. Lucia Cifuentes, Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz, Socidlogo, Mg. Bioética

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Pediatra Infectélogo

Dr. Julio Pallavicini, Médico Psiquiatra

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “Parasitemia cuantitativa y
genotipificacion clonal de cepas de Trypanosoma cruzi como estrategias de
evaluacion de eficacia en el tratamiento de la enfermedad de Chagas cronica
(Quantitative parasitemia and clonal genotyping of Trypanosoma cruzi strains as
evaluation strategies of the efficacy evaluation in the treatment of chronic Chagas
disease)” y cuyo investigador responsable es la Dra. Inés Zulantay, quien desempena
funciones en el Laboratorio de Parasitologia Basico-Clinico, Programa de Biologia
Celular y Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:
Proyecto de investigacion in extenso
Consentimiento informado
CV del investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefalados 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.
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA )
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Sobre la base de esta informacion 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: Investigacion terapéutica. 200 enfermos con
Enfermedad de Chagas diagnosticada y no tratada.

b) Utilidad del Proyecto: Proyecto de utilidad, estudiard cuantificacion de la parasitosis
pre y post tratamiento y sensibilidad del 7rjpanosoma cruzi al nifurtimox.

c) Riesgos y Beneficios: Beneficios para los enrolados. Los investigadores sefialan que
todo sujeto participante recibira tratamiento. Riesgos: molestias propias del
tratamiento.

d) Proteccion de los participantes: Asegurada en el Consentimiento Informado en su
version original del 18 de junio de 2009.

e) Notificacion oportuna de reacciones adversas: si ocurriesen, seran tratadas en el
Servicio Publico de Salud Coquimbo.
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 analizd y aprobd el correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su version original del 18 de junio de 2009, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por el CEISH.

En virtud de Ias consideraciones anteriores el Comlte 0 -‘, :
A5 \‘

MGH/mva.
c.c.: Proy. 046-2009
Santiago, 06 de agosto de 2009.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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Anexo 2. Acta de aprobacion proyecto de investigacion en seres humanos Fondecyt 1100768.

UNIVERSIDAD DE CHILE U7 AGO. 2009
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE LA

INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Anexo 2

ONSENTIMIENT! F D
GRUPO DE ESTUDIO

PARASITEMIA CUANTITATIVA Y GENOTIPIFICACION CLONAL
DE CEPAS DE T7rypanosoma cruzi COMO ESTRATEGIAS
DE EVALUACION DE EFICACIA EN EL TRATAMIENTO
DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA

Nombre del Investigador Responsable: DRA. INES ZULANTAY
Institucion: UNIVERSIDAD DE CHILE
Teléfonos: 9786753

Nombre del Médico Responsable del Tratamiento: DR. WERNER APT
Institucion: UNIVERSIDAD DE CHILE
Teléfonos: 9786122

ESEMBHO DACIENNE ... ... i b bbb asriivissiiisssi rinvad st TR R

En la pesquisa de la infeccion chagasica en adultos procedentes de diversas
localidades la IV Region efectuada por nosotros en los Ultimos anos, hemos
confirmado, a través de los examenes de sangre, que usted tiene la enfermedad
de Chagas, resultado que ya le hemos entregado a usted en un informe escrito.

Por este motivo, siempre y cuando usted acepte y cumpla con los requisitos
sefalados a continuacion, la invitamos a participar en un estudio para recibir
tratamiento con Nifurtimox, medicamento aceptado universalmente para este fin y
que esta disponible en su regién a través del Servicio de Salud Coquimbo. Le
explicaremos también los riesgos y los beneficios que tiene recibir este farmaco.

El objetivo de este estudio es tratar a adultos menores de 50 afios con enfermedad
de Chagas cronica procedentes de la Provincia de Choapa, que no tengan
antecedentes de alcoholismo, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia
hepética o renal importante y que en caso de ser mujeres, no estén embarazadas.
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA 07 AGD. 2003
COMITE DE ETICA DE LA

INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

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

Por unica vez antes del tratamiento

1. Se le extraeran 10 cc de sangre periférica para realizar: estudio seroldgico,
parasitoldgico, pruebas hepaticas y hemograma.

2. Se le aplicara xenodiagndstico, el cual consiste en aplicar en su antebrazo
dos cajitas con vinchucas libres de infeccién durante 15 minutos.

3. Se le efectuara un electrocardiograma.

4, Se aplicard una encuesta.

5. Sera atendida por médico parasitologo.

De acuerdo a los resultados de los examenes de laboratorio y a las
condiciones fisicas observadas en su evaluacion médica, usted:

1. Serd tratado con Nifurtimox (8-10 mg/Kg/dia por 60 dias), segun protocolo
aprobado por Comité de Etica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

2. La dosis diaria, sera repartida en 2 tomas junto con los alimentos.

3. El farmaco se administrard, en lo posible, mediante Terapia Directamente
Observada (en cada hospital y/o posta rural, un paramédico o un familiar
responsable, supervisara la ingesta del medicamento).

ran i i miento:

1. Serd citado por el meédico encargado del tratamiento en el hospital
correspondiente para realizar:
- evaluacion clinica
- estudio de tolerancia
- examen de pruebas hepaticas y hemograma mediante la extraccion
de 5 cc de sangre periférica, que no representa riesgo alguno para su
salud.

Después del tratamiento, se le efectuaran 6 controles:

Alos 3,6,9,12, 18 y 24 meses, y en cada uno de ellos:
1. Se le extraeran 10 cc de sangre periférica para realizar: estudio serologico y
parasitologico.
2. Se le aplicard xenodiagndstico.
3. Se le tomara un electrocardiograma
4, Se aplicara una encuesta clinica, realizada por médico especialista.
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Riesgos que puede tener la administracion de Nifurtimox: Puede producir

ocasionalmente algunos de los siguientes efectos indeseados: nauseas, rash
cutdneo (urticaria, eczema), baja de peso, malestar abdominal. En casos
excepcionales, puede producir alteraciones hematoldgicas o de la funcion hepatica
y alteraciones neuroldgicas. Cualquier otro efecto o sintoma, usted debera
comunicarlo al médico tratante de su hospital o consultorio de origen o al Dr.
Werner Apt en el teléfono 9786122 (Facultad de Medicina-Universidad de Chile,
Santiago).

Costos del tratamiento: El Nifurtimox, farmaco con el que usted sera tratado,
sera financiado por el Servicio de Salud Coquimbo, sin costo alguno para Ud.
Todos los examenes anteriormente mencionados tampoco tienen costo para usted.

Beneficios que puede tener la administracion de Nifurtimox: Su
participacién en este trabajo le permitira curar o mejorar de su afeccion, ademas
del beneficio que este estudio significaréd para el progreso del conocimiento y el
mejor tratamiento de futuros pacientes chagasicos crénicos. Es importante sefialar
que en la etapa cronica de la enfermedad de Chagas, en que usted se encuentra,
el porcentaje de curacion es de alrededor de un tercio.

Compensacion por_participar_en este estudio: Ud. no recibira ninguna

compensacion econdmica por su participacion en el estudio.

Confidencialidad de la informacidon derivada de este estudio: Toda la

informacion derivada de su participacion en este estudio serda confidencial.
Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la
investigacion serd anonima.

icional entregad usted o a su médico tratante: ambos
serdn informados si durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos
conocimientos o complicaciones que puedan afectar su voluntad de continuar
participando en este estudio.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y
se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador y a su
médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento
habitual de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador
podran determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su
beneficio.
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Complicaciones directamente relacionadas con la administracion de

Nifurtimox: En el caso de que usted presente complicaciones derivadas del
tratamiento con Nifurtimox, recibira el tratamiento médico completo de dicha
complicacion, financiado por su centro de salud, y sin costo alguno para Ud. o su
sistema previsional. Esto no incluye las complicaciones propias de su enfermedad y
de su curso natural.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier otra informacién sobre su
participacion en este estudio puede llamar a:

Investigador Responsable de la Administracion del Medicamento
DR. WERNER APT
Teléfonos: 56-2-9786122

Conclusion:
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 previos a la terapia, y si cumplo con los requisitos,
recibir tratamiento con Nifurtimox y presentarme a los controles posteriores
descritos en este documento.

Nombre de la participante Firma Fecha

Nombre de informante Firma Fecha

DRA. INES ZULANTAY et

Nombre del investigador Firma Fecha

DR. WERNER APT
Nombre del investigador Firma Fecha

S/ se trata de una paclente incompetente, registrar nombre del paciente y de su
apoderado.
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