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RESUMEN

La tripanosomiasis americana o “‘enfermedad de Chagas” es una enfermedad
desatendida a la cual son vulnerables aproximadamente 6 a 7 millones de personas
en areas endémicas de Ameérica Latina. Actualmente la quimioterapia se basa en
Nifurtimox y Benznidazol, que son parcialmente efectivos y tienen efectos
secundarios considerables, a ello se suma el problema de escasos recursos
terapéuticos y disponibilidad limitada en la mayoria de paises endémicos, por ello se
requieren mas alternativas de medicamentos. Objetivo: Determinar la actividad
tripanocida in-vitro del Febuxostat. Disefno: Este es un estudio experimental in vitro
realizado en el “Instituto de Medicina Tropical Daniel Alcides Carrién” de la UNMSM.
Se prepararon 12 tubos de cultivo en pico de flauta de agar bifasico con 50pul de
cultivo maduro; después de 15 dias, se conté los tripomastigotes viables mediante la
camara de Neubauer (400x) para determinar la cantidad inicial de tripomastigotes.
Posteriormente, se agregé 1 ml el febuxostat a 8, 12 y 16 mg/dl a cada grupo
experimental de tres cultivos con su respectivo control .La actividad tripanocida se
determind mediante foérmulas usadas en estudios similares. Los resultados
preliminares fueron analizados mediante la “prueba t de Student” y “test de ANOVA”.
Resultados: Todos los grupos experimentales a las concentraciones de 8, 12 y 16
mg/dl presentaron una reduccion significativa con un IC99% de 91,64%; 96,03% y
98,95% respectivamente. Ademas, se obtuvo una significancia general estimada
p<0.0001. Conclusion: El febuxostat in vitro presenta actividad tripanocida y puede
ser una alternativa de tratamiento, sin embargo esto tendria que comprobarse con
mayor investigacion.

Palabras Clave: Enfermedad de Chagas, Trypanozoma cruzi, Febuxostat, in vitro,

actividad tripanocida.



ABSTRACT

Introduction: American trypanosomiasis or “Chagas disease” is a neglected disease
that affects between 6 and 7 million people in endemic areas of Latin America.
Chemotherapy is currently based on nifurtimox and benznidazole, which are partially
effective and have considerable side effects, to which is added the problem of limited
therapeutic resources and limited availability in most endemic countries, so more
medication alternatives are required. Objective: To determine the in-vitro trypanocidal
activity of Febuxostat. Design: It is an in vitro experimental study conducted at the
“Institute of Tropical Medicine Daniel Alcides Carrién” from the UNMSM. 12 tubes of
biphasic agar flute peak culture were prepared with 50 ul of mature culture; after 15
days, viable trypomastigotes were counted by the “Neubauer chamber (400x)” to
determine the initial amount of trypomastigotes. Subsequently, 1 ml of febuxostat
was added at 8, 12 and 16 mg / dl to each experimental group of three cultures with
their respective control. The trypanocidal activity was determined by formulas used in
similar studies and the results were analyzed by Student's t test and ANOVA test.
Results: All experimental groups at concentrations of 8, 12 and 16 mg / dl showed a
significant reduction with a 99% CI of 91.64%; 96.03 % and 98.95% respectively. In
addition, an estimated general significance was obtained p <0.0001. Conclusion: In
vitro febuxostat has trypanocidal activity and may be an alternative treatment,
however this should also be verified by more investigation.

Keywords: Chagas disease, Trypanozoma cruzi, Febuxostat, in vitro, trypanocidal

activity.



1) INTRODUCCION

1) Descripcion del Problema

La “enfermedad de Chagas”, “mal de Chagas” o llamada también “tripanosomiasis
americana”, segun la OMS “es una enfermedad desatendida que afecta entre 6 y 7 millones
de personas en areas endémicas de América Latina”", y para el 2019 segun el reporte de

Muscia y cols. es “endémica en 21 paises de América Latina”®. Hoy en dia, debido a la

facilidad de la movilidad global se ha diseminado a paises considerados no endémicos®™®).

Segun los datos estadisticos del “Ministerio de Salud del Perd” en el afio 2018 se han
notificado 6 casos de “enfermedad de Chagas” en el pais, un nimero mayor al del afio 2017
que se notificd 1 caso, por lo que se continta trabajando tanto en la prevencién como en el
control del “mal de Chagas”. La region del sur de este pais es la mas comprometida en
especial en las regiones Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna.”” No obstante, existen

numerosos reportes de caso en la selva peruana.®

Esta enfermedad es causada por un hemoparasito con flagelo llamado “Trypanosoma cruzr,
que es transmitido mediante un vector, el cual es un insecto hemiptero conocido como
“triatomino”, “chinche”, “chirimacha”. La historia natural de la enfermedad se distingue en
dos fases clinicas: Inicialmente una fase aguda cuya duracion es de dos meses luego de
exponerse al patdégeno, en esta primera fase existe una gran cantidad de parasitos
circulando por el torrente sanguineo en muchas ocasiones sin causar sintomas, en menos
de la mitad de las personas pueden aparecer lesiones dérmicas en el sitio de entrada o
palpebrales si la via de entrada es ocular. Incluso se puede presentar aumento de la
temperatura (fiebre o febricula), cefalea, linfadenomegalias, mialgias, palidez, disnea,

edema y epigastralgia o dolor precordial. En la fase cronica se presenta problemas como



cardiomiopatia, arritmias ventriculares, megaeso6fago, megacolon, compromiso del sistema
nervioso periférico y muerte subita."5® Todos estos complejos problemas de salud son
cargados al sistema de salud debido al aumento de la complejidad tanto del tratamiento

como del manejo de las secuelas.

2) Antecedentes

Actualmente no existen estudios que sugieran el uso del Febuxostat en buscadores de
revistas indexadas (PubMed, Scopus, MEDLINE, Scholar Google); sin embargo, debido a la
probada actividad del alopurinol y la similitud farmacodinamica que posee el febuxostat con
este ultimo, planteamos que podria tener actividad tripanocida. La quimioterapia actual se
basa principalmente en Nifurtimox, Benznidazol y otros azoles que son sélo parcialmente
efectivos y tienen efectos secundarios considerables“®'®, a ello se suma el preocupante
problema de los escasos recursos terapeuticos y la disponibilidad limitada tanto en nuestro
pais como en la mayoria de los paises endémicos'® por ello se utilizan otras alternativas
como el Alopurinol y el Itraconazol, sin embargo se requiere mas alternativas de
medicamentos. Por lo cual a través de este trabajo se busca evaluar el efecto tripanocida
del febuxostat, un analogo del alopurinol ,y del cual no ha habido estudios acerca de su
accion tripanocida; pero es una buena alternativa, ya que el febuxostat presenta mayor
selectividad a la enzima xantina oxidasa, caso contrario con el alopurinol que inhibe otras
enzimas implicadas en el metabolismo de purina y pirimidina, por lo cual se cree que
algunas de las reacciones adversas asociadas con el alopurinol pueden deberse a su no

selectividad y semejanza estructural con las purinas o pirimidinas naturales!”.

También ensayado el uso de alopurinol en pacientes desde que se describié la debilidad de

su enzima xantino-oxidasa en el afio 1977; después de eso se ensayd en un comienzo a



dosis de 300mg, mostrando ineficacia, posteriormente se ensayé en dosis de 600 y 900 mg
obteniendo una casi inmediata seroconversion, sin embargo, el 22 y 28% respectivamente
segun dosis presentaba una repositivizacion tardia mientras que en el 63 y 68%

respectivamente, presentaban una negativizacion definitiva ('

3) Formulacién del problema

Problema General: ; Es posible que el febuxostat tenga efecto tripanocida in-vitro?

Problemas Especificos:

e ; Qué tan eficaz es el febuxostat como tripanocida?

e ;Habra mayor eficacia tripanocida con mayores dosis de febuxostat?

4) Importancia del Estudio

La OMS considera al “mal de Chagas” como una “enfermedad descuidada” que constituye
un gran problema de Salud Publica que golpea en especial a paises pobres, en especial de
América Latina, donde esta es endémica, sin embargo en los ultimos afios han aumentado
los reportes de casos en Estados Unidos y Canada, ademas de que se han reportado casos

en Asia y Europa por lo que se han globalizado. """

Se estima que la prevalencia nacional de la infeccién por tripanosoma es de 0,010,02 x 100
000 habitantes y la prevalencia de vida nacional es de 7,29 x 100 000. Se estima que hay
43,170 casos de infeccién por Trypanosoma cruzi en zonas endémicas, de las cuales 1209
corresponden a infecciones agudas y 22,962 a casos crénicos, de los cuales 3,142 son
nifos menores de 5 afos. El grupo de edad mas afectado es el de entre 20 y 54 afios de

edad® 19



Con nuevos farmacos para el tratamiento de la tripanosomiasis americana se podrian
controlar las infecciones agudas y mermar la cantidad de complicaciones de la fase crénica
de la enfermedad sin padecer la dificultad del acceso y los efectos adversos de los

farmacos actuales.

5) Objetivos

Objetivo General: Demostrar el efecto tripanocida in-vitro del Febuxostat

Objetivos Especificos:

1) Cuantificar la eficacia tripanocida in-vitro del Febuxostat.

2) Estimar una Gradiente Bioldgica del Febuxostat in-vitro.

6) Finalidad

La tripanosomiasis es considerada como una enfermedad olvidada por la OMS, debido a la
escasa cantidad de estudios sobre esquemas de tratamiento para dichos problemas, ya que
el tratamiento disponible actualmente es el nifurtimox y benznidazol, sin embargo estos
medicamentos no estan completamente validados con el nivel de evidencia suficiente y los
estudios acerca de la eficacia y la seguridad de estos mismos son controvertidos, ademas
de la actual escasez de los mismos ,ya que hay pocos laboratorios que la produce; por lo
cual, a través de este estudio se busca una nueva alternativa para tratar la “enfermedad de
Chagas” con el uso del febuxostat, que es un farmaco seguro y eficaz a las dosis para el
tratamiento de la gota, pero se quiere hacer uso de este ya que el alopurinol a dosis

tripanocidas es potencialmente hepatotéxico.



El impacto social de este estudio es marcar un precedente para un ensayo clinico del
tratamiento de la “enfermedad de Chagas” con febuxostat, mejorando los actuales
esquemas de tratamiento del “mal de Chagas” y mejorar la calidad de vida de las millones
de personas que sufren de esta enfermedad y de las que durante el transcurso de su vida
llegaran a padecerlas. Esto es parte de los objetivos del “desarrollo sostenible” de la OMS

en el punto 3 “Salud y Bienestar”"¥

Al tratarse de un estudio in-vitro, sélo se evaluara unicamente el efecto directo del
febuxostat sobre las Trypanosoma cruzi; no obstante, en futuros estudios se podra
extrapolar estos resultados. Tampoco se evaluara en este texto la patogenia y las
consecuencias cronicas de la enfermedad, puesto que estas estan orientadas a un estudio

clinico, el cual no es abordado por este documento.

MARCO TEORICO

1) EL Trypanosoma cruzi

1.1) Generalidades

El Trypanosoma cruzi es un protozoario con flagelo que en su forma adulta se encuentra en

el torrente sanguineo causando el cuadro clinico denominado “mal de Chagas” “enfermedad
de Chagas” o “tripanosomiasis americana”. Este protozoo es clasificado en el subphylum
“Mastigophora”, orden “Kinetoplastidia”, cuya caracteristica principal es la de poseer una
organela en la mitocondria del parasito que se conoce como “cinetoplasto” o “Kinetoplaso”.
Es parte de la familia “Trypanozomatidae”, dentro del cual el Dr. Carlos Chagas adopto6 el
nombre de Schyzotrypanum cruzi por que el descubrimiento se lo dedico a su maestro el Dr.

Oswaldo Cruz después se cambié el nombre a Trypanosoma cruzi para denominar a los

Trypanosomas que se reproducen intracelularmente en sus huéspedes vertebrados.”



La familia Trypanosomatidae se caracteriza por tener los cinetoplastos; dependiendo de las
dimensiones del hemoparasito y la posicion del cinetoplasto se pueden reconocer cuatro
estadios: “Amastigote”, “promastigote”, “epimastigote” y “Tripomastigote”. El amastigote no
tiene flagelo y su cinetoplasto es yuxtanuclear; el promastigote posee una forma fusiforme,
con su cinetoplasto anterior a donde sale el flagelo; el epimastigote posee forma alargada y
tiene su cinetoplasto cercano al nucleo de donde emerge su flagelo; el tripomastigote tiene
su cinetoplasto en posicion posterior al nucleo, ademas posee una “membrana ondulante” y

en la localizacién anterior del parasito emerge el flagelo."

Pero la familia Trypanosomatidae tiene 2 géneros: Leishmania y Trypanosoma. Nosotros

solo nos ocuparemos de Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi presenta 3 estadios evolutivos el amastigote, el epimastigote y el
tripomastigote que puede ser sanguineo (En la sangre del huésped) y el metaciclico (esta

en las deyecciones del insecto vector).

T. cruzi pertenece al grupo estercoraria lo que significa es que se transmite por la
contaminacién con las deyecciones del artépodo vector infectado, la forma infectante para el

vertebrado es el Tripomastigote metaciclico.

Como previamente hemos mencionado, el Trypanosoma cruzi es agente causal de la
enfermedad llamada “Mal de Chagas”, la cual se produce por la entrada del parasito
presente en las deyecciones de los Triatominos por contaminacion a través del orificio de la
picadura, lesiones cutaneas secundarias a excoriaciones producidas por el huésped en
respuesta a la picadura del triatomino o a través de las mucosas ocular, nasal o bucal. En el
hospedero, las formas mas importantes son los Tripomastigotes sanguineos, los cuales se
encuentran en sangre periférica y los amastigotes que carecen de flagelo, los cuales se

encuentran en tejidos de diferentes 6rganos: Corazon, colon, estémago, esofago, etc.!'”



Se considera que las personas infectadas con Trypanosoma cruzi tienen el parasito
circulando en sangre; en especial, durante la fase aguda de la infeccion. Este estadio
circulante se conoce como tripomastigote sanguineo, del cual hemos hablado anteriormente
y posee un tamafo aproximado de 20 um de longitud con una “membrana ondulante” con
su flagelo bordeante que se inicia en el cinetoplasto y emerge del protozoario por el extremo
anterior. El cinetoplasto; cuyo tamafio es significativamente mas grande en este estadio,
contiene el 20% del material genético de la Trypanosoma cruzi es lo que la diferencia de

otras especies de tripanosomas."?

Hay diferentes variantes de Trypanosoma cruzi, las cuales se agrupan en “esquizodemos”,
que se diferencian segun estudios bioquimicos en grupos que componen los “zimodemos”,
cuyos principales son las “Z1”, “Z2” y “Z3”; de las cuales la principal es la del grupo “Z2” la
cual fue aislada en humanos, mientras que la “Z1” y “Z3” fueron halladas en animales

salvajes."

El tripomastigote sanguineo posee tropismo por el tejido muscular cardiaco, los macréfagos,
tejido muscular estriado, tejido muscular liso, células del sistema reticulo endotelial y con
menor frecuencia al tejido nervioso. En el espacio intracelular el “tripomastigote sanguineo”
se transforma en “amastigote”, cuya morfologia fue descrita anteriormente, se multiplica por
“division binaria”, su tamano es de 1.5-4 uym de diametro y no posee flagelo, estos
amastigotes tienen la capacidad de aglomerarse en el espacio intracelular y forman “nidos

de amastigotes” o pseudoquistes.™

1.2) Ciclo de Vida

El vector del Trypanosoma cruzi son insectos hematéfagos de la familia “Reduviidae”,
subfamilia “Triatominae” y géneros “Triatoma”, “Rhodnius”, y “Panstrongylus”; los cuales en

Peru se les conoce vulgarmente como “chirimachas” en el sur y chinche en el norte y en la



selva; el ciclo de vida en los triatominos es simple: Formas esferoides en el estdmago
denominadas “esferomastigotes”, en el intestino del triatomino en forma de epimastigotes y
en la ampolla rectal del triatomino como “tripomastigotes metaciclicos”, los cuales son la
forma infectante para el hospedero vertebrado. El vector se vuelve infectante después de
20 dias de una comida de sangre infectada y persiste infectante durante el resto de su vida,

la cual es aproximadamente un afio.""

El triatomino infectado pica al huésped y por contaminacion a través de las deyecciones

ingresa el Trypanosoma cruzi mediante el mecanismo descrito previamente."”

Cuando los “tripomastigotes metaciclicos” infectan al huésped, son fagocitados por los
macrofagos regionales y son englobados por el fagosoma, de donde logran escapar y se
localizan en el citosol, alli se transforman en amastigotes y se reproducen de manera activa;
luego se transforman nuevamente en tripomastigotes, los cuales lisan las células y llegan al
torrente sanguineo y al torrente linfatico, para luego localizarse en otros 6rganos en donde
se transforman en amastigotes nuevamente. Esto ocurre durante la fase aguda, cuya
duracién es de entre 10 - 15 dias y su caracteristica principal es una multiplicacion
exponencial del parasito y elevado conteo de parasitos en sangre periférica, la cual es una
etapa fundamental para lograr la transmisién del parasito a otro huésped. La parasitemia

ocurre entre los siete a catorce dias de la inoculacion del parasito.™

Asi como los macréfagos fagocitan al parasito, estos también se pueden localizar
intracelularmente en las fibras musculares lisas y estriadas; esto también compromete al
miocardio, en donde se forman pseudoquistes miocardicos, lo cual compromete la

conduccidn nerviosa del corazon.""

1.3) Historia Natural de la Enfermedad



En la etapa inicial, los amastigotes de Trypanosoma cruzi se reproducen en el espacio
intracelular, en especial en las células por las cuales presenta tropismo; al lisarse estas
células se genera una reaccion inflamatoria generando un infiltrado inflamatorio conocido
como chagoma, después de cinco dias los amastigotes maduran a epimastigotes y
posteriormente a tripomastigotes; después de eso la inflamacién se extiende a los vasos
linfaticos locales y ganglios regionales adyacentes produciendo edema linfatico local,
frecuentemente, este edema compromete la zona palpebral y clinicamente se manifiesta
como el “signo de Romana”, posteriormente se encuentran en el espacio intracelular de los
ganglios linfaticos centinelas, érganos del sistema reticulo endotelial y otros érganos
solidos. La mortalidad durante la primera fase de la enfermedad es del 10% y se atribuye en
especial a complicaciones como la miocarditis y otras complicaciones asociadas al

funcionamiento cardiaco."".

Pasada la primera fase de la enfermedad, se produce una respuesta inmune tras la cual
disminuye el recuento de parasitos circulantes, pero persiste la infeccion latente en algunos
focos. Este espacio de tiempo de la historia natural de la enfermedad entre la fase aguda y
las primeras manifestaciones clinicas de la fase cronica, es denominada "fase latente” y casi
siempre transcurre en alrededor de 10 afos. Durante esta fase el paciente suele ser
oligosintomatico o asintomatico; no obstante, hay alteraciones en los plexos nerviosos

simpaticos cardiacos y digestivos."

La “fase cronica” tiene como caracteristica principal la disminucién del recuento periférico de
tripomastigotes y aparicion de chagomas en distintos érganos en especial el corazén y tubo
digestivo alto. La cardiopatia chagasica es especialmente importante, pues es la principal
causa de morbimortalidad en esta fase, esta se caracteriza por una dilatacion de la cavidad
derecha (Tanto auriculas como ventriculos) y en consecuencia a la dilatacion, trombosis

mural endocardica, con las complicaciones embdlicas que esto conlleva. La reproduccién



del parasito al interior de las fibras musculares estriadas cardiacas se da a gran velocidad,
por lo que se produce una miocarditis cronica con alteracion de la arquitectura de la fibra
miocardica, infiltrado inflamatorio crénico con liberacién de antigenos y otras sustancias
citotoxicas con la consiguiente alteracién en la conduccion cardiaca. La principal lesion
estructural es el aneurisma apical de la punta que se genera por necrosis en el apex
cardiaco. Es frecuente la muerte subita cardiaca sin insuficiencia cardiaca congestiva, pero
cuando la forma crénica es progresiva o se acompafa de otro tipo de lesiones cardiacas
(por ejemplo: isquémica), se suele encontrar insuficiencia cardiaca global con dilatacién

temprana de las cavidades derechas, en estos casos el pronostico es desfavorable."

Otras formas de la “enfermedad de Chagas” crénica son los chagomas del tubo digestivo o
“megavisceras”, en especial el megaesdéfago y el megacolon, que de forma similar a como
se produce la miocardiopatia chagasica: al multiplicarse los amastigotes en el interior de los
miocitos, se produce un dafio directo por el crecimiento de los amastigotes y un dafio
generado por la respuesta de hipersensibilidad mediada principalmente por células, el
efecto alcanza a danar la continuidad de los plexos de Meissner y Auerbach, lo que genera

un trastorno del peristaltismo secundario al chagoma.""

En los pacientes con inmunosupresion secundaria, se produce una reactivacién de la
“‘enfermedad de Chagas” similar a la fase aguda, la complicacion que ocurre con mayor
frecuencia y por desgracia, la de mayor gravedad es la meningoencefalitis aguda con
edema cerebral y hemorragias del tejido blando. En estos casos se presenta un sindrome
de hipertension endocraneana con pleocitosis mononuclear en el estudio del liquido
cefalorraquideo, en estos casos la mortalidad es mayor del 50%. Otra complicacion en el
paciente inmunosuprimido es la miocarditis aguda complicada con endocarditis y epicarditis,
la supervivencia depende de la rapida instalacién de terapia de soporte y tratamiento

tripanocida eficaz.""



Durante la gestacién se pueden producir lesiones similares a las descritas en la placenta,

causando abortos o partos prematuros, asi como manifestaciones clinicas de la enfermedad

en el neonato.""

1.4) Grados de Infeccién del mal de Chagas

Para la OMS existen cuatro grados de “enfermedad de Chagas”: Los parametros que se

usan para establecer su gravedad son las manifestaciones clinicas, radiologicas y

electrocardiograficas.

Grados Manifestaciones Compromiso Compromiso
Clinicas Radiolégico o Electrocardiografico
ecocardiografico
| Ninguno Ninguno Minguno
| Sintomatologia de Normal o cardiomegalia Extrasistoles
insuficiencia cardiaca leve. ventriculares, bloqueo
moderada o nula. auriculo ventricular
incompleto, bloqueo
incompleto o completo
del Haz de His o
alteraciones en la
repolarizacién.
1 Sintomatologia de Cardiomegalia Bloqueo auriculo
Insuficiencia cardiaca moderada. ventricular completo o
evidente. con blogueo completo de
Ia rama derecha del Haz
de His con desvio del eje
QRS ala izquierda,
Zonas eléctricamente
inactivas, fibrilacion o
flutter auricular.
v Sintomatologia de Cardiomegalia extrema. Alteraciones graves y
insuficiencia cardiaca multiples.
severa.

Tabla 1: Grados de Infeccion del mal de Chagas segun la OMS™)

1.5) Inmunidad




Asi como otros hemoparasitos, el Trypanosoma cruzi induce una respuesta inmune de
anticuerpos especificos tanto IgM como IgG ademas de generar una respuesta de la
inmunidad celular, manifestada especialmente en la fase crénica de la enfermedad. El

parasito ha sido capaz de desarrollar modos para evadir la respuesta inmune!™, tales como:

Mimetismo con el huésped: Desarrolla antigenos de caracteristicas parecidas a los

complejos de histocompatibilidad del huésped, lo que genera componentes autoinmunes.

Cambios antigénicos: El parasito recicla los antigenos de su superficie cuando el huésped
ha desarrollado respuesta humoral especifica. En individuos con infeccién crénica se han
detectado anticuerpos contra endocardio, estructuras vasculares e intersticio del corazon; lo

cual demuestra que el parasito comparte algunos antigenos con estos tejidos.

Inactivacién del complemento: El “tripomastigote metaciclico” de la Trypanosoma cruzi no
activa la via alterna del complemento, debido a que uno de los componentes no

identificados de la pared es resistente a la lisis.

Localizacion intracelular: Los amastigotes poseen division y multiplicacion intracelular en la
cual pueden evitar la fusién del lisosoma con el fagosoma y escapar del mismo hacia el

citoplasma.

Inmunosupresion: Disminuye la produccion de anticuerpos especificos contra determinados

antigenos, ademas de la disminucion de la produccién de IL-2.

1.6) Diagnéstico

La sospecha diagnéstica se hace valorando el cuadro clinico y el lugar de procedencia del
paciente, la prueba diagnostica dependera de la fase en la cual se sospeche segun el

cuadro clinico del paciente!"".



Para la fase aguda usaremos métodos diagndsticos enfocados en detectar de manera

directa el parasito; los métodos de los que disponemos en esta fase son:

Examen en fresco: En la fase aguda posee una sensibilidad de 90% y es facil de
realizar, extrayendo una gota de sangre del individuo y visualizandolo de manera
directa en el microscopio. Se puede hacer un recuento de parasitos para control
mediante camaras especializadas como la Camara de Neubauer.

Gota gruesa: Esta permite analizar un volumen mayor de sangre y es util en casos
de baja parasitemia.

PCR: Detecta con una sensibilidad y especificidad de casi 100% el ADN de
Trypanosoma cruzi.

Xenodiagnoéstico: Se emplean ninfas sanas de triatominos criadas en el laboratorio
con horas de ayuno ninfas del tercer estadio (N3) se colocan de 7 a 10 ninfas N3 y
se colocan en unas cajitas con tul, se colocan con brazaletes estos se amarran al
brazo de las personas que queremos investigar se dejan comer 25 minutos esto
induce a que los insectos piquen y succionen la sangre del posible huésped a través
de un tul y a los 30 dias de la picadura se analiza el contenido intestinal del insecto
haciendo un masaje sobre el abdomen del triatomino las heces se hace una
emulsiéon con suero fisiolégico se observa a 40x al microscopio y si esta positivo
observaremos los tripomastigotes metaciclicos y epimastigotes. La lectura se debe
informar a los 30, 60 y 90 dias posteriores a la alimentacion.

Cultivos: El mas usado es el agar bifasico (Brain-Heart infusion) con sangre de
carnero desfibrinada junto con medio liquido Pylb (Mediolit modificado), posee una

sensibilidad del 100% en la fase aguda.

Para la fase cronica de la enfermedad usaremos métodos indirectos, haciendo que el

parasito se multiplica en el laboratorio o mediante la deteccion de anticuerpos!". No



obstante, los métodos directos; en especial, la biopsia de lesiones constituyen un elemento

diagnéstico preciso.

Biopsia: Es usada para identificar las formas tisulares de Trypanosoma cruzi
(amastigotes) y es util para confirmar la “enfermedad de Chagas” crénica. La biopsia
puede hacerse de ganglio o de miocardio; no obstante, la obtencion e interpretacién
de la muestra son sumamente complejos.

ELISA: Es un método serologico sensible, especifico y poco invasivo en la fase
cronica de esta enfermedad en la cual se detecta la presencia de anticuerpos IgG e
IgM.

Hemaglutinacién indirecta (HAI): Se utilizan eritrocitos tanizados a los que se les
adhiere un antigeno con polisacaridos o glicoproteinas. Este método es mas
sensible en las formas crénicas que en las agudas.

Prueba de latex: Posee alta sensibilidad en las formas cronicas y agudas, por lo

que es usada como tamizaje.

IFI Inmunofluorescencia indirecta prueba serolégica considerada el “GOLD

STANDARD” por la OMS, OPS.

1.7) Tratamiento

Al momento no se han descubierto tratamientos especificos efectivos contra el “mal de

Chagas”, pero los medicamentos con mejores resultados son el Benznidazol, del grupo de

los nitroimidazoles a dosis de 5 a 7 mg/Kg/dia por 30-60 dias y con el Nifurtimox, del grupo

de los nitrofuranos a dosis de 15 a 20 mg/Kg/dia por 90 dias y de 25 mg/Kg/dia en el caso

de la meningoencefalitis. También se ha observado efecto con el Alopurinol; sin embargo,

este medicamento se considera menos eficaz"".



2) FEBUXOSTAT

El Febuxostat (TMX-67, TEI-6720, TAP Pharmaceuticals) es un nuevo inhibidor no
selectivo de la xantina oxidasa no purina. La estructura de febuxostat es distinta de
allopurinol porque el febuxostat no se parece a una pirimidina o purina. El mecanismo de
accion del febuxostat difiere del de alopurinol por su selectividad. Febuxostat es selectivo
para la enzima xantina oxidasa (XO), mientras que el alopurinol inhibe otras enzimas
(orotidina-5 '-nonofosfato descarboxilasa, purina nucledsido fosforilasa, guanina deaminasa,
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa, orotato fosforibosiltransferasa) implicadas en el
metabolismo de purina y pirimidina. Se cree que algunas de las reacciones adversas
asociadas con el alopurinol pueden deberse a su no selectividad y semejanza estructural

con las purinas o pirimidinas naturales®”.

Las caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas y usos recomendados del

febuxostat son resumidas en la siguiente Tabla:

Tasa de Absorcion 85% a la hora de administracion

Tiempo de Vida Media b8 horas

Numero de tomas Una diaria

Metabolismo Hepatico

Eliminacion 50% orina y 50% heces

Ajuste renal Mo en insuficiencia renal leve o moderada.

Uso recomendado actual Pacientes que no mejoran los niveles de
uricemia con alopurinol.

Tabla 2: Caracteristicas del febuxostat. Datos tomados de “Lufio, José. Introduccion:

avances en el tratamiento de la gota. Nefrologia™®"



Los estudios in vitro han demostrado que el febuxostat es potente ligando e inhibidor de
tanto las formas oxidadas como las reducidas de XO. Por el contrario, el alopurinol, un
analogo de purina, inhibe débilmente soélo la forma oxidada de XO, y su derivado oxidado, el
oxipurinol, se une sélo a la forma reducida de XO. Aunque el oxipurinol se une a XO con
alta afinidad y es un potente inhibidor, la unién e inhibicidn se invierten durante varias horas
como resultado de la auto oxidacion del resto molibdeno-pterina de la enzima. Ademas, el
febuxostat tiene efectos minimos sobre otras enzimas del metabolismo de purina y

pirimidina 24,

También ensayado el uso de alopurinol en pacientes desde que se describié la debilidad de
su enzima xantino-oxidasa en el afio 1977; después de eso se ensayd en un comienzo a
dosis de 300mg, mostrando ineficacia, posteriormente se ensayoé en dosis de 600 y 900 mg
obteniendo una casi inmediata seroconversion, sin embargo, el 22 y 28% respectivamente
segun dosis presentaba una repositivizacién tardia mientras que en el 63 y 68%

respectivamente, presentaban una negativizacion definitiva 9.

1) METODOS

1. Diseno:

Este es un estudio experimental in vitro, ya que conté con un grupo de cultivos de
control y otros tres grupos experimentales a diferentes dosis de Febuxostat (8, 12y
16 mg/L), cada uno con tres cultivos, todos estos tuvieron una medicion basal y

fueron aleatorizados manualmente antes de hacer el conteo final.

El medio bifasico se compone de dos fases:
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Grupo 2

Feb 16mg
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Fase sdlida: Esta compuesto por el agar BHI (BRAIN-HEART INFUSION), el cual
es mezclado con sangre de cordero previamente desfibrinada y esterilizada es un

medio sdlido ideal para albergar a los tripomastigotes.®)

Fase liquida: Estda compuesto por el agar liquido Pylb (Mediolit modificado/Caldo

\

luria), el cual esta compuesto de peptona con caldo de levadura.®®
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1: Esquema del manejo de cultivos de Trypanosoma cruzi en 4 grupos: Febuxostat a
2mg y 16 mg; ademas del grupo control, el cual crecié sin adicion de agente

|l ol ol ol

farmacoldgico. *Feb: Febuxostat.

Foto 1: Desfibrinacién de la sangre apta para la fase sélida del cultivo.



Foto 2: Colocacién de la sangre desfibrinada a la fase sélida de los cultivos.

Foto 3: Fase sdlida de los cultivos en forma de “pico de flauta”



Foto 4: Medio sdlido y medio liquido.

Foto 5: Colocacion del medio liquido en el medio sélido terminado.



Foto 6: Colocacién del in6culo del cultivo de Trypanosoma cruzi a los nuevos cultivos con
pipetas estériles de vidrio.

La elaboracién de los cultivos, la obtencion de las cepas de Trypanosoma cruzi, las réplicas
y las mediciones se hicieron en las instalaciones del “Laboratorio de Serologia y
Bioquimica parasitaria” del “Instituto de Medicina Tropical Daniel Alcides Carrién” en
donde ya se realizaron experimentos de metodologia similar con los mismos operadores y

se cuenta con toda la infraestructura necesaria para este tipo de investigacion.

2. Poblacion:

Doce cultivos bifasicos de Trypanosoma cruzi (Material biolégico) procedente del

cepario del Instituto de Medicina Tropical (Instituto de referencia para enfermedades



infecciosas del Peru). Preparar la fase sélida (Agar BHI con sangre de cordero

desfibrinada) y dejar reposar hasta que esté a temperatura 6ptima para anadir la

fase liquida (Pylb), como antimicrobiano se aplicé Amikacina; luego afadir 50ul de

cultivo maduro en fase exponencial a cada tubo y dejar a 27°C.

Muestra:

Los 12 cultivos bifasicos (BHI/pylb) de Trypanosoma cruzi en su fase exponencial

(15 dias post inoculacion) que no estén contaminados

Variables:

4.1. Dependiente:

Efecto tripanocida.

4.2. Independiente:

Febuxostat (Urolit® - Triturado en Suspensién del medio liquido) y
cuantificado en balanza de laboratorio.

4.3. Operacionalizacién de Variables:

Variables Definicion Dimensiones Unidad o Escala Instrumento
Conceptual categoria
Fehuxostat Farmaco Dosis del Miligramos {mqg) Razon Diluciones
inhibidor de la | farmaco
xantina
oxidasa.
Efecto Disminuir el Comparacion del | Porcentaje de Razon Ecuacion de %
Tripanocida recuento de namero de actividad actividad
parasitos. parasitos vivos tripanocida (%). tripanocida
por campao
gxpresado en (Anexo 1)
porcentaje.

Tabla 3: Operacionalizacion de Variables: Febuxostat vs. Efecto Tripanocida.




5.

Técnicas e instrumento

5.1. Técnica:

Conteo con camara de Neubauer®®” mediante microscopia optica a 400x.

5.2. Instrumento:

Calculo del porcentaje de actividad tripanocida mediante la diferencia en los
conteos obtenidos a través de la camara de Neubauer antes y después de la

administracion del agente farmacologico.

Procedimiento:

Se obtuvieron muestras a partir del contenido intestinal de los triatominos infectados
(Habitat de Trypanosoma cruzi) procedentes del bioterio del laboratorio de serologia
parasitaria del Instituto de Medicina Tropical (Instituto de referencia para
enfermedades infecciosas del Peru), los cuales se cultivaron y se replicaron tantas
veces como sea necesario para obtener los doce cultivos para la ejecucion del
experimento. La preparacion de los medios de cultivo, su disponibilidad y control de
calidad estaban previamente aseguradas por el Laboratorio de Serologia Parasitaria
del Instituto de Medicina Tropical. Los triatominos infectados son proporcionados por
el mencionado laboratorio, el cual consigue las comidas de sangre infectantes
procedentes de muestras proporcionadas por el Instituto de Medicina Tropical de

procedencia mixta.

Después de 15 dias, se contaron los tripomastigotes viables (moéviles y con forma sui

generis) mediante la “camara de Neubauer (400x)” para determinar la cantidad inicial



de tripomastigotes en cada cultivo. Luego, se agrego el febuxostat en suspensién a
las concentraciones de 8, 12 y 16 mg/L en cantidad de 1 mL a cada grupo
experimental y al grupo control se le agregé 1mL de Pylb para comparar los
resultados obtenidos con el crecimiento normal bajo las mismas condiciones de
almacenamiento y la supervivencia del parasito. El recuento de parasitos se realizd
al segundo dia de inoculacion del febuxostat en medio Pylb. Para el conteo final de
tripomastigotes vivos se utilizdé la “camara de Neubauer (400x)” la cual permite
también evaluar la morfologia y la supervivencia del tripomastigote; esta ultima esta

directamente relacionada con su movimiento.?”

Analisis de los datos:

Para determinar si la reducciéon de parasitos en los cultivos experimentales vs.
control se aplico el ANOVA test mediante el programa Graph Pad Prism 6. Los
resultados fueron leidos, confirmados por el investigador y se exponen en la seccién

RESULTADOS.

Consideraciones éticas para esta investigacion:

Se siguid6 de manera estricta los protocolos de bioseguridad y vigilancia
epidemioldgica en las personas expuestas al material bioldgico; adoptaremos la
politica de vigilancia epidemiolégica normada por las autoridades correspondientes
(Ver Anexo 2). Ademas de que todas las personas involucradas en el experimento
contaron con algun seguro de salud. Se respetaron las condiciones éticas en la
investigacion con agentes microbiolégicos. Esta tesis, tal como establece el
reglamento de la Universidad, pasé por el comité de ética de la Facultad de Medicina

“San Fernando” de la UNMSM.



lll) RESULTADOS

Los grupos experimentales y control se sometieron a tres pruebas de normalidad
(“D'Agostino & Pearson omnibus normality test”, “Shapiro-Wilk normality test” y la “KS

normality test”), estando todas las muestras dentro de la normalidad bajo las tres pruebas.

Luego se aplicoé la prueba “t de Student no pareada” para calcular la significancia de la
reduccién de cada grupo experimental y la reduccion producto de la senescencia en el
grupo control, esto debido al tiempo de vida de cada parasito y al consumo de nutrientes en
cada cultivo. Asimismo, se aplico el “ANOVA test” para determinar si hubo una reduccion

significativa general.

El grupo de Febuxostat a 16 mg tuvo una reduccion significativa por encima del resto de
grupos experimentales, asociado a la dosis-dependencia del efecto tripanocida del
Febuxostat, al obtenerse una reduccion del 98% de los tripomastigotes. En el grupo que le
continia en mayor concentracion (a 12 mg/L) se obtuvo una reduccion del 96% y finalmente
en el de menor concentracién (8 mg/L) se obtuvo una reduccién del 91% de los

tripomastigotes viables.

Todos los grupos experimentales tuvieron una reduccion significativa con un 1C95%, y esta
reduccion muestra un comportamiento de tipo dosis-dependiente. Ademas de que en la

significancia general estimada por el “ANOVA test” se obtuvo un p<0.0001

El grupo control presentd una reduccion significativa, pero muy inferior al de los grupos
experimentales de aproximadamente 35%, asociada a la manipulacién de las muestras y el
fin de la fase exponencial. No se presenté ningun incidente que haya puesto en riesgo la

salud del personal de laboratorio o del investigador.






Grupo

Febuxostat
0.008 g/L

Febuxostat
0.012 g/L

Febuxostat
0.016 g/L

Control

Tryp/mL
iniciales

33750

40000

49375

62500

60000

55000

60000

60000

62500

50625

42500

43750

Tryp/mL
finales

1875

3750

5000

1875

1250

3750

1250

625

28125

35000

25000

%Reduccion

94.44

90.62

89.87

97

97.91

93.18

97.91

98.95

100

4444

17.64

42.85

Reducciéon
promedio

91.64%

96.03%

98.95%

34.98%

Significancia
por grupo

0.0013

< 0.0001

< 0.0001

0.0139

Significancia
General

P < 0.0001

Tabla 4: Reduccion del conteo de tripomastigotes en los grupos experimentales versus

control con niveles de significancia estadistica.




Reduccion de la cantidad de Tripomastigotes
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Gréfico 1: Reduccion en el conteo de Tripomastigotes en cada grupo.
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Grafico 2: Comparacion de los porcentajes de reduccion en cada grupo experimental.



1V) DISCUSION

Hace mas de diez afios ya se habia observado eficacia en la eliminacién de Trypanosoma
cruzi en muestras para Xenodiagnostico, mediante inhibidores de la Xantina Oxidasa, por
ejemplo Coronado y cols. encontré una reduccion significativa de alrededor de 69% en
cepas de Xenodiagndstico y las compard con azoles antimicoticos usados en la practica
clinica habitual.®®

Recientemente se halld en estudios farmacolégicos sobre inhibidores de la Xantina
Oxidasa, se encontré que el febuxostat inhibe la actividad de la Xantina Oxidasa a menores
concentraciones que el allopurinol.®® Por lo que eran esperables los resultados obtenidos
en el experimento.

Otros compuestos, tales como los azoles también demostraron eficacia como tripanocidas
en modelos in-vitro y que pueden coadyuvar a un tratamiento con inhibidores de la Xantina
Oxidasa y podrian ser comparados en proximos estudios.®”

Acosta y cols. desarroll6 otro tipo de modelos in-vitro (mediante uso de tejidos), se hall6 la
eficacia en la inhibicidon del crecimiento de la Trypanosoma cruzi en tejido fetal animal; en
dicho estudio se encontré que el benznidazol y el nifurtimox presentan efecto inhibitorio del
crecimiento a concentraciones de 2M; los azoles como el posaconazol presentaron tasas de
reduccion similares a 200M por lo que se consideran menos eficaces en la inhibicion del
crecimiento que las drogas antes mencionadas; cabe destacar que este estudio usé
cuantificacién inmunohistoquimica y presencia de ADN del parasito para llegar a estas
conclusiones®"; dichos métodos son mas sensibles y especificos para la obtencion de
resultados que el usado en este estudio; no obstante, estos son mas costosos.

Milagre y cols. también experimentaron in-vitro sobre tejidos en células H9c2, comparando
la citotoxicidad con el efecto inhibitorio del Trypanosoma cruzi; en este estudio se comparé
al benznidazol con una lactona sesquiterpénica denominada “goyazensolida”, cabe

mencionar que a diferencia de otros estudios, este logré6 demostrar que posee mayor



eficacia tripanocida que el benznidazol (farmaco estandar en el tratamiento); sin embargo,
este estudio posee otra fase in-vivo desarrollada en ratones en la que si bien se demostro
un importante efecto tripanocida, este no fue mayor al obtenido por el benznidazol.®?

Segun Rodiguez y cols. Solo dos de ellos se han desarrollado desde la aparicién del
nifurtimox y el benznidazol. Estas drogas son el agente antifungico posaconazol y E1224,
un profarmaco de ravuconazol.®®

Segun el metanalisis de Villar y cols. Los Unicos tratamientos verificados hasta ahora para la
prevencion de complicaciones cronicas de la “enfermedad de Chagas” como la
miocardiopatia chagasica, son el benznidazol y el nifurtimox.®¥ Por lo que habria que
explorar el tratamiento con otras drogas.

Segun Pérez-Mazilah y cols. la combinacion de alopurinol y benznidazol induce
modificaciones significativas en las respuestas de las células T y B indicativas de una
reduccion de la carga parasitaria y sostiene la viabilidad de la administracién de dos
farmacos antiparasitarios en la fase cronica de la “enfermedad de Chagas”.®

Segun de Andrade y cols. Un ciclo de 60 dias de tratamiento con benznidazol de la
infeccion crénica temprana por T cruzi era seguro y tenia una eficacia de tan solo 55,8%
para producir una seroconversion negativa de anticuerpos especificos. Los resultados son
poco alentadores, pero justifican la recomendacion del tratamiento para nifios seropositivos
como politica de salud publica.®®

Vergara y cols. demostraron una reduccion de la positividad mediante pruebas PCR, tras un
ciclo de tratamiento con Nifurtimox en casos de “enfermedad de Chagas” crénica, tomando
como muestra, el suero de pacientes infectados. Si bien este estudio se basa mas en la
negativizacion de pruebas moleculares vs. seroldgicas, es un buen referente para pensar en
la curacion de la “enfermedad de Chagas” cronica.®”

Lauria-Pires y cols. hicieron un ensayo pequefio en el cual se comparan los cambios

electrocardiograficos de los pacientes con “enfermedad de Chagas” cronica antes vy



después del tratamiento con nitroderivados, no encontrandose diferencias significativas en
los pacientes tratados con nitroderivados.®®

Rassi y cols. intentaron tratar “enfermedad de Chagas” crénica con un alopurinol (el cual
guarda semejanza con el farmaco usado en este estudio), a diferencia del estudio de
Gallerano; el alopurinol se mostré ineficaz para el tratamiento del “mal de Chagas’,
persistiendo la positividad de los xenodiagndsticos y la serologia en todos los individuos,
pese a las altas dosis de alopurinol (900 mg/d); sin embargo, este estudio posee pocos
individuos (n=24) de muestra para poder extrapolar los resultados.®®

Sanchez y cols. hicieron un ensayo en el cual se comparaba la actividad tripanocida del
alopurinol y el itraconazol, en el cual se usaban los métodos de ELISA e IFIl, no encontrando
diferencias significativas en los resultados“?”; no obstante, los métodos seroldgicos no son
los ideales para probar o cuantificar eficacia.

Molina y cols. compararon la eficacia de un posaconazol y benznidazol, con el fin de ampliar
las opciones terapéuticas de personas con enfermedad de Chagas con presencia de ADN
para Trypanosoma cruzi en suero, al comparar los resultados se obtuvo una eficacia
significativamente menor en el grupo tratado con posaconazol.“"

Morillo y cols. hicieron un ensayo coadyuvando el posaconazol al tratamiento estandar con
benznidazol, siendo similar el tratamiento con monoterapia al tratamiento adyuvante en la
conversion de los resultados de RT-PCR a los 30 dias, a los 360 dias se obtuvo una
conversion del 96% en los resultados del RT-PCR y solo 6 eventos adversos graves en el
grupo de los tratados con benznidazol.“?

Torrico y cols. Hicieron un ensayo clinico de fase 2 (n=231) con un nuevo farmaco,
desarrollado especificamente para el tratamiento de la “enfermedad de Chagas”, al cual se
le denomind en su estudio como el E1224. Los resultados fueron similares comparando la
eficacia en la negativizaciéon del PCR a las 8 semanas de tratamiento, ademas de la

seroconversion a los 12 meses, obteniendo que el E1224 a dosis altas (4g) era comparable



al tratamiento estandar del benznidazol en los resultados de negativizacion del PCR, sin
embargo la respuesta seroldgica en el grupo tratado con benznidazol era mas temprana que
en el grupo tratado con E1224; en los grupos tratados a dosis bajas (2g) por 8 semanas o a
dosis intermedias (2.4) a 4 semanas, no obtuvieron resultados satisfactorios. Los efectos
adversos graves del E1224 se presentaron en el 6% de los pacientes tratados.“?)
Alvarenga y cols. elaboraron un protocolo de estudio

para coadyuvar la terapia de benznidazol con Selenio en el tratamiento de cardiopatia
chagasica, excluyendo otras causas de cardiopatia y causales de cambio en la fraccion de
eyeccion, tales como embarazo, diabetes mellitus, consumo de tabaco, abuso de
alcohol, evidencia de enfermedad cardiaca no chagasica, depresion, disfagia con
evidencia de residuos de alimentos en el eso6fago, disfagia con pérdida de peso
superior al 15% del peso habitual en los ultimos cuatro meses y / o condiciones que
pueden resultar en una baja adherencia al protocolo, este protocolo de estudio se
basa en que los modelos animales en roedores han tenido resultados prometedores
(citado por el protocolo de estudio), por lo que se espera un resultado favorable en
tres parametros: Las trayectorias de la “fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo”
en el periodo de seguimiento, la reduccién de las tasas de progresion de la
enfermedad cardiaca, con progresién definida como una disminucion del 10% en la
“fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo”; y la tasa de ingresos hospitalarios
atribuibles a arritmia, insuficiencia cardiaca o accidente cerebrovascular debido a la
“enfermedad de Chagas”.“%
Brener y cols. intentaron probar eficacia en el tratamiento de la “enfermedad de Chagas”
con el ketoconazol (Un antifungico ampliamente usado en el mercado), no encontrandose
ningun efecto en los individuos tratados, ademas se lo traté de coadyuvar con lovastatina;

que debido al mecanismo de accién deberia tener una accién sinérgica; sin embargo, no



hubo efecto alguno ni en los pacientes tratados con ketoconazol a monoterapia ni en la
terapia coadyuvada.®®

Apt y cols. realizdé un estudio en el cual se le hacia un seguimiento de 4 afios a mas de 400
pacientes que recibian itraconazol y alopurinol, en grupos repartidos de manera aleatoria y
se evaludo mediante examen clinico, serologia, xenodiagnostico, hemocultivo y
electrocardiograma. La curacion parasitolégica fue evidente en 44% de los tratados con
alopurinol y 53% de los tratados con itraconazol, y la evaluacion electrocardiografica mostré
normalizacién en 36,5% y 48,2%, respectivamente, de los pacientes con cardiopatia cronica
o reciente.“®

Apt y cols. realizaron un estudio en el cual comparaba la eficacia del itraconazol versus la
del alopurinol en la prevencion de anomalias electrocardiograficas de la “enfermedad de
Chagas” cronica no tratada en un seguimiento de nueve afios, obteniendo que los grupos
que recibieron itraconazol prevenian mejor las anomalias electrocardiograficas que los del
grupo tratado con alopurinol.“”

Apt y cols. realizaron un estudio con 109 participantes en el cual comparaba la eficacia del
itraconazol versus la del alopurinol en la prevenciéon de anomalias electrocardiograficas y
evidencia de infeccion por Trypanosoma cruzi en pacientes con “enfermedad de Chagas”
cronica no tratada en un seguimiento de once afos. Se obtuvo que 21 pacientes estaban

parasitolégicamente curados; no obstante, solo 13 de estos pacientes curados
parasitoléogicamente (siete de los tratados con itraconazol y seis de los que

recibieron alopurinol) tenian un ECG normal en el seguimiento de 11 afios.“®

V) LIMITACIONE

Este estudio presenta una promisoria alternativa para el tratamiento de la Tripanosomiasis
americana o “Mal de Chagas” mediante la demostraciéon de la eficacia in-vitro del

febuxostat; sin embargo, se necesita mayor investigaciéon para determinar la eficacia tanto



in-vivo como la efectividad en un ensayo clinico. El instrumento de medicién usado en este
estudio (Camara de Neubauer 400x) puede ser menos preciso que otro tipo de instrumentos
mas costosos como la inmunocromatografia; sin embargo debido al nivel de significancia
obtenido en este estudio, el método usado en estudio es suficiente tanto para demostrar la
eficacia como para cuantificarla. Por lo anteriormente expuesto, este estudio no presenta

ninguna limitacion consistente para los objetivos planteados.

VI) CONCLUSIONES

1. El uso del febuxostat in-vitro a concentraciones de 8 mg/L en adelante, es capaz de
neutralizar a mas del 90% de los Trypanosoma cruzi en un medio de cultivo bifasico,
a similares condiciones que tendria en el torrente sanguineo.

2. A mayores concentraciones como las de 12 mg/L y 16 mg/L se produce mayor
efecto tripanocida que en las de 8 mg/L, por lo que aparentemente existiria una

gradiente bioldgica del febuxostat.

Vi) RECOMENDACIONES

1. Se recomiendan estudios en modelos animales para resultados valorando otros
parametros, como efectos secundarios del febuxostat, tendencia a la cronicidad,
histopatologia, etc.

2. Se recomiendan otros estudios in-vitro comparando la eficacia del febuxostat con el

alopurinol, nitrofuranos y azoles.



vil NFLICTOS DE INTERE

El farmaco usado en el presente estudio fue donado desinteresadamente y a solicitud del
investigador por laboratorios Menarini en su forma comercial como Urolit®; no obstante, el

laboratorio no tuvo mayor contacto en el desarrollo y ejecucion del experimento.
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X) ANEXOS.

ANEXO 1: Ecuacién de % de Actividad tripanocida

Ecuacion de % Actividad tripanocida

(N =N )x100
N

0]

(100 \%

N,: Conteo Inicial.

N;: Conteo Final.



ANEXO 2: Documentos que aseguran la bioseguridad en la ejecucion de la Tesis.
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Politica de fomento:

Se debe pedir un autorreporte de los accidentes de trabajo con el respectivo llenado del
“‘Registro unico de accidentes de trabajo” en la ficha debe indicarse los detalles del
accidente de trabajo detalladas en el DS N°005-2017-TR vigente hasta la fecha.

Las siguientes politicas se adoptaran entre las personas expuestas:

1. Se debe aumentar la vigilancia de las condiciones de salud de las personas
expuestas, para tener un registro actual del perfil epidemiolagico del laboratorio.

2. Promover la cultura del autocuidado y auto reporte de incidentes y accidentes
laborales relacionados a incidentes con material punzocortante y  otras
enfermedades, haciendo gue la persona que manipula el matenal biologico sienta
que esto es importante para si mismo y no lo vea como una accién gue pueda
generar consecuencias punitivas para el desempefio de su labor,

3. Estimular a las personas que laboran en el laboratorio a tener un sistema de ayuda
mutua para poder mejorar las condiciones de salud de sus compafieros o al menos

colaborar con evitar el deterioro de los mismas.



Normas para Manipulacion de Material Biolégico:

1. Disponer en salas distintas los invertebrados infectados de los no infectados.

2. Estas salas podran sellarse para ser fumigados.

3. Sedispondra con facilidad de pulverizadores de insecticidas.

4 Se dispondra de instalaciones de «enfriamiento» para reducir, cuando sea preciso, |a
actividad de los invertebrados.

5. El acceso se hara a través de un vestibulo provisto de mosquiteras en las puertas y
trampas para insectos.

6. Todos los conductos de salida de la ventilacion y las ventanas que puedan abrirse
estaran equipados con mosquiteras.

7. Mo se permitira que se sequen los sifones de los fregaderos y desagies.

8. Todos los residucs se descontaminaran en la autoclave, ya que algunos
invertebrados son resistentes a algunos insecticidas.

9. Se controlara el nimero de larvas y formas adultas de artrépodos voladores,
reptadores y saltadores.

10. Los recipientes para garrapatas y acaros se depositaran en cubetas con aceite.

11. Los insectos voladores infectados o potencialmente infectados se albergaran en
Jaulas de doble malla.

12. Los artrépodos infectados o potencialmente infectados se manipularédn en cabinas
de seguridad biclégica o cdmaras aislantes.

13. Los arrdpodos infectados o potencialmente infectados podran manipularse en

bandejas de enfriamiento.

Tomado de: “Mario Chiong Lay y cols. Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos

Asociados — Fondecyt — CONICYT. Universidad de Chile — Coordinador Comité
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN AREAS DE RIESGO BIOLOGICO

Aplica para los laboratorios en donde se trabajan con muestras biolégicas o
microrganismo

Es de uso obligatorio en los laboratorios de riesgo bioldgico utilizar mandil
(preferiblemente anti fluidos), gorra, tapabocas, lentes de proteccion o careta y
calzado de seguridad bioldégica y quimica.

La indumentaria de proteccion personal debe colocarse en ambientes designados y
apropiados antes de ingresar al laboratorio y retirarse una vez terminados los
trabajos.

Los usuarios del laboratorio deben contar con un kit de elementos de trabajo y
elementos de proteccion personal que seran determinados segin la practica o la
investigacion.

Esta prohibido el ingreso con maquillajes, cremas y objetos como aretes, anillos,

collares y relojes, ya que puede contaminar el material estéril y/o captar los

contaminantes del area.



Los usuarios de laboratorio deben lavarse las manos antes y después de cada
actividad.

No se deben manipular lentes de contacto, en presencia de material bioldgico o
quimico.

Desarrollar el habito de mantener las manos lejos de la boca, nariz, ojos y cara. Esto
puede prevenir la auto contaminacidon con patdgenos y sustancias quimicas
peligrosas.

Se deben mantener las ufias cortas y en buen estado.

Al iniciar y finalizar cada practica de laboratorio se debe realizar la limpieza y
desinfeccion del area de trabajo.

Terminada la practica los elementos de proteccion personal desechables deberan
ser depositados en la bolsa roja para material biosanitario.

Es responsabilidad del docente y estudiante eliminar correctamente el material

contaminado para su desactivacion, lavado y desinfeccian.

El docente, estudiante o personal con lesiones exudativas o dermatitis activa no
debe realizar practicas con matenal bioldgico hasta gue hayan sanado
completamente. Aunque las lesiones estén cubiertas se debe informar al docente
para que &l determine si se autoriza al estudiante para realizar |a practica.

Terminada la practica, el matenal no contaminado empleado en el laboratorio, se
debe entregar limpio y seco.

Para la obtencidn de muestras de sangre o tejido los alumnos deben estar

supervisados o autorizados por el docente.



Para el manejo de cepas microbianas o muestras de alto riesgo se deben emplear
mecheros o cabinas de bioseguridad.

En las practicas solo se deben aislar y manipular cepas de microorganismos
patégenos que puedan ser manejadas con las condiciones, equipamientos, personal
y protocolos de bioseguridad del laboratorio. Esta prohibido trabajar con cepas de
alta patogenicidad si no se cuenta con las condiciones de trabajo.

Ingrese y mantenga sdlo el matenal y reactives requerido para la practica sobre la
mesa de trabajo. Los demas cbjetos personales no deben estar en el area de
trabajo.

En caso de derrames o accidentes con material bioldgico dar aviso al docente
responsable para activar el procedimiento de contingencia.

La preparacion de alimentos solo se debe realizar en los laboratorios destinados
para tal fin.

Se recomienda especial cuidado en el uso del mechero durante procedimientos de

siembra de microorganismos, tincidn de laminas y otros procedimientos.



# [Durante el uso del mechero se debe evitar impregnar los guantes, superficies y
materiales con alcohol antiséptico u otro liquido inflamable.

= Para |la preparacion de medios de cultivo que utilicen sangre como suplemento se
debe manipular correctamente: Los contenedores de sangre (tubos o bolsas) deben
estar debidamente rotulados; la sangre humana o de animales debe provenir de
pacientes libres de enfermedades infectocontagiosas y los tubos o bolsas de sangre
deben estar limpios de rastros de sangre u otros fluidos.

# No se debe reutilizar material punzocortante contaminado con liquidos de riesgo
universal o material biolégico como agujas, cubre objetos porta objetos, bisturi,
lancetas, efc., estos elementos deben ser dispuestos en contenedores para material
punzocortantes debidamente identificados.

# |as puntas de las micropipetas deben ser dispuestas en contenedores rigidos con el

fin de evitar la rotura de las bolsas con matenal biosanitario.

Tomado de: “MANUAL DE BUENAS PRACTICAS, DE MANIPULACION DEL MATERIAL

BIOLOGICO y QUIMICO. Facultad de Medicina - UNMSM. 2021.7¢%



ANEXO 3: Autorizacion del Comité de Etica y de la Facultad de Medicina “San

Fernando” - UNMSM
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Comité de Etica en Inv estignciin \

ACTA DE EVALUACION ETICA DE ESTUDNDS DE INVESTIGA CION
{AEE-CET)

En Lima, a los dos dias del mes de noviembe de 2021, en Sesién del COMITE DE ETICA EM
BVESTIGACION, previn svaluscicn dal Proyscte de Tasis de Pragrado titulade: *Elscte ipanccida in-itro dal
fsbosial” y persentado porel Sefor Robero Clawsr Aojas Hidalgo con Codigo de Matricula M=: 16010263 de
la Escumla Profesional ds Medicina Humana de la Faoublad ds Medicino.

ACUERDA::
Dar por APROBADD dicho Proyegin, consichrondo gue se ha cumplide satisiaciofamenie con fas

mcomendacionss Metodoldgicas v Eficas para la inweshgacidn sn ssmes humancs w'o &n aniraies de
labomsarnio.

Lime, 10 de noviembre & 2021
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