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Introduccion. La cardiomiopatia es la forma clinica mas comun de la enfermedad de Chagas en
Colombia, siendo el trasplante una opcién para su tratamiento. Debido al riesgo de reactivacion de la
infeccién posterior al trasplante, es prioritario vigilar el comportamiento del parasito.

Objetivo. Presentar el caso de un paciente con cardiopatia chagasica dilatada y falla cardiaca, a quien
se le practico trasplante de corazédn y se le hizo seguimiento mediante PCR, andlisis histopatologicos
y ecocardiograficos.

Materiales y métodos. Se tomaron muestras de sangre antes de la intervencion y después de ella
y de biopsias endomiocardicas posteriores al trasplante. El ADN extraido fue amplificado con los
iniciadores TcH2AF-R y S35-S36. La parasitemia se examiné mediante la técnica de microhematocrito.
Se practicaron estudios histopatolégicos para determinar la presencia del parasito o el rechazo del
trasplante y, ecocardiograficos, para evaluar la funcién cardiaca.

Resultados. De las muestras de sangre tomadas a los 83 y 48 dias previos al trasplante, la dltima
fue positiva por la PCR S35-S36. Hasta el segundo mes después del trasplante, ambas PCR fueron
negativas. Al tercer mes después del trasplante, ambas PCR fueron positivas, por lo cual se inicié
tratamiento con nifurtimox. Tras 35 dias de haberse iniciado el tratamiento, ambas pruebas presentaron
resultados negativos, al igual que las tomadas a los 0, 3, 10 y 12 meses posteriores. Los resultados
de la histopatologia, del microhematocrito y de las PCR de las biopsias, fueron negativos en todas las
fechas.

Conclusiones. Las PCR permitieron sospechar la reactivacion de la infeccion en el paciente, se le
administré el tratamiento y posterioremente las pruebas se tornaron negativas. La evolucion clinica del
paciente ha sido favorable.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, trasplante, reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), ecocardiografia, cardiomiopatia dilatada.

Using S35-S36 and TcH2AF-R primer-based PCR tests to follow-up a Chagas’ disease patient
who had undergone a heart transplant

Introduction. Cardiomyopathy is the most common clinical form of Chagas’ disease in Colombia, and
one treatment option is a heart transplant. Tracking the behavior of the Chagas’ parasite, Trypanosoma
cruzi, is a priority due to the risk of post-transplant reactivation of the infection.

Objective. A case is presented of a patient who had suffered from dilated chagasic cardiopathy and
cardiac failure, and had subsequently undergone heart transplant. The case was monitored by PCR,
histopathological and echocardiographic examinations.

Materials and methods. Blood samples were drawn before and after the transplant, and post-transplant
endomyocardial biopsies were taken. The extracted DNA was amplified with the TcH2AF-R and S35-
S36 primers. Parasitemia was examined by the microhematocrit test. In addition, histopathological
studies determined the parasite presence and transplant rejection status. Echocardiograms were
administered to evaluate cardiac function.

Results. Of the blood samples taken 83 and 48 days pre-transplant, the latter was positive by the
S35-S36 PCR test. PCR tests in blood with both primers were negative up to the second month post-
transplant. However, both PCR tests were positive by the third month post-transplant. Thereupon,
the patient was treated with nifurtimox. Both tests presented negative results in blood 35 days after
treatment was started and remained negative thereafter at 0, 3, 10 and 12 months post-treatment.
The pathology, microhematocrit, and PCR test results from biopsies were negative on all the specified
dates.



Biomédica 2011;31:178-84

Seguimiento de paciente con enfermedad de Chagas y trasplante

Conclusions. PCR tests were used as indicators of a reactivation of trypanosomid infection in the
patient. After treatment administration, PCR tests became negative. The patient’s clinical evolution was

favorable.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, transplantation, polymerase chain reaction,

echocardiography; cardiomiopathy, dilated.

La enfermedad de Chagas constituye uno de
los problemas de salud publica mas importante
en Centroamérica y Suramérica. Alrededor de 8
millones de personas se encuentran infectadas,
se presentan, aproximadamente, 41.200 nuevos
casos por afio y 108 millones de individuos se
encuentran en riesgo de adquirir la enfermedad
(1). En Colombia, actualmente se estima que
existen, aproximadamente, 436.000 infectados, de
los cuales, aproximadamente, 131.474 cursan con
cardiopatia chagasica (2).

Durante el curso de la infeccién por Trypanosoma
cruzi, 10 a 30 % de las personas con serologia
positiva pueden presentar cambios electro-
cardiograficos 10 a 20 afios después de la infeccion
y 10% de los individuos pueden morir por la
evolucion a cardiopatia chagasica crénica (3,4). En
Colombia, la forma méas comun de la enfermedad
es la cardiopatia, caracterizada por arritmias leves
a graves, miocarditis, cardiomiopatia dilatada,
falla cardiaca y muerte subita (5). La fisiopatologia
de la cardiomiopatia dilatada es compleja vy
parcialmente comprendida. Los pacientes con
esta afeccién pueden progresar a insuficiencia
cardiaca resistente a un manejo médico éptimo,
correspondiente al estadio D de la falla cardiaca
(6), y requerir de trasplante cardiaco (7). Después
del trasplante, los pacientes corren gran riesgo
de presentar reactivacion de la infeccion de
manera temprana, debido a las condiciones de
inmunosupresion a que se ven sometidos para tal
procedimiento (8-10).

El seguimiento del paciente con enfermedad de
Chagas y trasplante para identificar reactivacion de la
infeccién, se hace principalmente mediante analisis
parasitolégicos directos, como microhematocrito,
hemocultivo y xenodiagnostico, estudio histopato-
l6gico y pruebas de reaccién en cadena de la
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polimerasa (PCR) en sangre o tejidos, siendo el
xenodiagnéstico y el hemocultivo los menos utilizados
por su menor sensibilidad y tiempo requerido no
menor de 30 dias para obtener el resultado (11).
El estudio histopatolégico es uno de los métodos
maés utilizados para detectar T. cruzi en lesiones del
tejido cardiaco y otros. Sin embargo, no siempre se
observan formas intracelulares del parasito (12). La
PCR ha sido utilizada para detectar T. cruzien tejidos
de pacientes con enfermedad de Chagas, dadas sus
ventajas en términos de sensibilidad y especificidad
(9,12-15).

En este trabajo se presenta el seguimiento de un
paciente con cardiomiopatia chagasica sometido
a trasplante cardiaco, en quien se sigui6 el
comportamiento del parasito mediante las PCR
TcH2AF-R y S35-S36, especificas para T. cruzi
(16-20).

Presentacion del caso

Se trata de una mujer de 55 afos de edad natural
de Soata (Boyacd) con diagnéstico de enfermedad
de Chagas confirmado por pruebas serologicas y
cardiomiopatia crénica dilatada, que consulté al
servicio de urgencias del Hospital Universitario
San Ignacio de Bogota, en noviembre de 2007, por
sindrome de falla cardiaca aguda con compromiso
grave de la fraccion de eyeccion (28 %) de tres
afos de evolucion.

Se procedié a practicar trasplante cardiaco en
mayo del 2008. Para dicho procedimiento, se
hizo induccion con ciclosporina oral, daclizumab
y metilprednisolona. En el periodo posoperatorio
la paciente recibi6 como inmunomoduladores
prednisolona, ciclosporina y micofenolato de
mofetilo, y por protocolo, recibié profilaxis para
infecciones por citomegalovirus, Pneumocystis
jiroveciiy Aspergillus fumigatus, con valganciclovir,
trimetoprim-sulfametoxazol e itraconazol por los
primeros tres meses.

Materiales y métodos
Muestras analizadas

Se tomaron dos muestras de sangre antes de
la intervencién, a los 83 y 48 dias antes del
trasplante. Las muestras de sangre y de la biopsia
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de endomiocardio se tomaron 17 y 25 dias
después del trasplante, quincenalmente durante
los siguientes dos meses, mensualmente hasta los
seis meses, y alos 9, 16 y 18 meses. Ambos tipos
de muestras fueron analizadas mediante las PCR
TcH2AF-R y S35-S36. Las muestras de sangre
fueron analizadas también mediante la técnica de
microhematocrito para la busqueda del parasito.

Anélisis histopatologico

El analisis histopatolégico de las biopsias
endomiocardicas se hizo en el Laboratorio de
Patologia del Hospital Universitario San Ignacio,
mediante las técnicas de hematoxilina y eosina
convencional y coloracion de tricromico. El rechazo
en la histopatologia se determind de acuerdo con
la clasificacion de la International Society for Heart
and Lung Transplantation (21).

Analisis por reaccion en cadena de la
polimerasa

EIADN de 1 ml de sangre fue extraido por el método
de triple fenol-cloroformo-alcohol isoamilico,
seguido de la precipitacion de ADN con etanol
absoluto y, aproximadamente, el de 10 um de las
biopsias, por el método de salting out (22). EI ADN
obtenido, concentrado y diluido 1/5, 1/10, 1/20 y
1/40, fue amplificado con los iniciadores TcH2AF
(5-GAGAGTGATCGTGGGAGAGCA-3') y TcH2AR
(5-AGTGGCAGACTTTGGGGTC-3’), los cuales
amplifican una banda de 234 pb del elemento SIRE
ubicado enlaregion 3’ no codificante de la unidad de
1,2kbdelgen histona H2A (16), y los iniciadores S35
(5’-AAATAATGTACGGGTGGAGATGCATGA-3’)
y S36 (5-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3),
los cuales amplifican un fragmento de 330 pb
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correspondiente a la regién variable de los mini-
circulos de T. cruzi (20).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo de acuerdo con lo descrito por Pavia et al.
(2007), utilizando los siguientes controles: control
negativo, en el que se adicion6 agua en lugar de
ADN; control positivo, ADN de T. cruzi de formas
de cultivo; control humano, ADN de un individuo
sano, y control de la extraccion del ADN, en el
cual se utiliz6 agua en lugar de sangre durante el
procedimiento de extraccion (17). Los productos de
amplificacion se analizaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1,5 % tefiidos con bromuro
de etidio. Para descartar la presencia de inhibidores
de la PCR en las muestras negativas, a éstas se
les adicion6 ADN del parasito, y luego se hizo la
respectiva amplificacion.

Resultados

Seguimiento de la reactivacion de la infeccion
por T. cruzi después del trasplante

Antes del trasplante, se le tomaron al paciente
dos muestras de sangre en fechas diferentes, y
solamente la dltima muestra (48 dias antes del
trasplante) fue positiva con los iniciadores S35-S36.
Hasta el segundo mes después del trasplante, las
PCR en sangre con ambos iniciadores presentaron
resultados negativos. Al tercer mes posterior al
trasplante, ambas PCR, TcH2AF-R y S35-S36,
fueron positivas en sangre, observandose los
productos de amplificacién especificos de 234 y
330 pb, respectivamente (figura 1).

Con base en estos resultados, se formuld
tratamiento con nifurtimox (Lampit®), 8 a 10 mg/kg,
durante 60 dias, y tras 18 dias de haberlo iniciado,

1S 2S 3S 4B 5B 6B CP CH CN CP PP 7S 8S 9S 10B11B12B CH CN CP

234 pb

PCR TcH2AF/R

<—330pb

S35/S36

Figura 1. Resultado de las PCR TcH2A-R y S35-S36 en las muestras de sangre (S) y biopsia (B) a los 3 meses después del
trasplante. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1,5 % coloreado con bromuro de etidio que contiene: 20 pl del producto
de amplificacién de S sin dilucién (bandas 1y 7), S con dilucién 1 en 5 (bandas 2 y 8), S con dilucién 1 en 10 (bandas 3y 9), B sin
dilucion (bandas 4 y 10), B con dilucién 1 en 5 (bandas 5y 11), B con diluciéon 1 en 10 (bandas 6 y 12). Control positivo: ADN de la
cepa MHOM/CO/86/MR de T. cruzi (CP); control humano: ADN de un individuo sano (CH); control negativo: agua destilada (CN);
patrén de peso molecular (PP): Hyper Ladder Il (Bioline®, Londres, Reino Unido).
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ambas PCR continuaron positivas en sangre,
con resultados negativos 27 dias mas tarde. Se
continu6 el seguimiento del paciente, y se observé
al finalizar el tratamiento y a los 3, 10 y 12 meses
después de finalizado (270, 480 y 540 dias después
del trasplante) que ambas PCR permanecieron
negativas en sangre (figura 2). Los resultados
de microhematocrito, histopatologia y PCR de la
biopsia endomiocardica, fueron negativos para T.
cruzi en todas las fechas.

Hallazgos histopatologicos

Las biopsias mostraron presencia de infiltrado
inflamatorio mononuclear, difuso, en los dias 90
y 120 después del trasplante, lo cual se clasifica
como rechazo celular agudo leve (1R).

En el estudio histopatolédgico, a los 150 y 180 dias
después del trasplante, se observé aumento del
infiltrado inflamatorio, con un foco agresivo que
lesionaba la fibra miocéardica, lo que se interpretd
como rechazo celular agudo leve con mayor
inflamacion que la vista en las biopsias anteriores.
Con la coloracion de tricromico se identificé fibrosis
importante, la cual no se esperaba ver de acuerdo
con el tiempo de evolucién del trasplante. Las
biopsias de las siguientes fechas (270 y 360 dias)
fueron calificadas como 1R y OR, respectivamente
(cuadro 1). No se identifico el microorganismo en
ninguna de las biopsias analizadas.

Hallazgos ecocardiograficos

En el seguimiento ecocardiografico no se encontré
alteracion hasta el estudio realizado a los 75 dias
después del trasplante, cuando se presentaron
por primera vez insuficiencia mitral leve, dilatacion
del ventriculo derecho y ligera disminucién de la
fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (50
%). En los estudios practicados posteriormente

Trasplante
Antes l Después

Seguimiento de paciente con enfermedad de Chagas y trasplante

se encontré aumento de la insuficiencia mitral
hasta GlIl/IV y fraccién de eyeccién del ventriculo
izquierdo adecuada. En el estudio practicado a los
180 dias, se encontré disminucién de la fraccién de
eyeccion a 45 %, con persistencia de lainsuficiencia
mitral GlII/IV. En los controles a los 270 y 360 dias,
se encontré deterioro en la fraccion de eyeccion
(cuadro 1).

Alteraciones clinicas después del trasplante

El paciente tuvo una evolucion clinica adecuada
hasta los 90 dias después del trasplante, sin
signos de falla cardiaca, miocarditis, fiebre ni
nédulos subcutaneos que pudieran asociarse con
reactivacion de la infeccion o rechazo agudo. A
los 90 dias se encontrd leve congestion sistémica,
dada por hepatomegalia e ingurgitacién yugular, sin
disnea. En las siguientes consultas no se encontré
ningun signo ni sintoma que sugiriera falla cardiaca
o reactivacion de la infeccién por T. cruzi.
Discusion

A pesar de la controversia previamente existente
sobre someter a trasplante cardiaco a los
pacientes con cardiomiopatia de origen chagasico,
se ha visto que estos pacientes presentan menor
frecuencia de rechazo (23,24) y supervivencia
similar (10,14,24,25), e incluso superior segun
algunas series, a la de los pacientes no chagasicos
(7). Ademas, las complicaciones del trasplante,
como neoplasias o infecciones, no parecen ser
mas frecuentes o graves en ellos (23,24,26,27).
Mas aun, los estudios recientes de Bertolino et al.
informan que 30 % de los enfermos con enfermedad
de Chagas en lista de espera de trasplante de
corazén, tienen un desenlace fatal, frente al 16
% de los que no presentan esta enfermedad en
iguales condiciones (28). Por lo tanto, actualmente
el trasplante es considerado una de las opciones

TcH2AF-R - - - - -

S35-S36 R - + = - -

Tratamiento

1 1
Toma de muestra 83 48 0

oL
17 25 30 45 60 75 90 120 130 150 180 270 480 540

Dias

Figura 2. Esquema de muestreo y resultados de las PCR TcH2AF-R y S35-S36 antes y después del trasplante, y después del
tratamiento. Los dias corresponden al momento en que se obtuvieron las muestras de sangre en relacién con la fecha del trasplante,
éste Ultimo indicado mediante una flecha. Los triangulos indican el periodo del tratamiento y los dias en los que se tomaron
muestras después del tratamiento, correspondientes a 270, 480 y 540 dias después del trasplante, respectivamente, se sefialan
con un circulo.
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Cuadro 1. Seguimiento de la evolucién del trasplante y de la funcién cardiaca del paciente.

Hallazgos clinicos

Dias después
del trasplante

Biopsia endomiocardica

Ecocardiograma

7 Rechazo celular leve 1R

Fraccion de eyeccion, 50 %

Lesion isquémica temprana, sospecha de rechazo

humoral; con soporte inotrépico

17 Rechazo celular leve 1R
Insuficiencia mitral

25 Rechazo celular leve 1R

30 Rechazo celular leve OR

45 Rechazo celular leve OR

60 Rechazo celular leve OR

75 Rechazo celular leve OR
Sin evidencia de proceso inflamatorio

90 Rechazo celular leve 1R

Fraccion de eyeccion, 45 %

Fraccién de eyeccion, 60 %
Fraccion de eyeccion, 50 %
Fraccién de eyeccion, 55 %
Fraccion de eyeccion, 50 %
Fraccion de eyeccion, 50 %
Insuficiencia mitral

Fraccion de eyeccion, 55 %

Infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial difuso
perivascular, sin evidencia de lesion de la fibra miocardica

120 Rechazo celular leve 1R

Infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial difuso

Fraccion de eyeccion, 55 %
Dilatacion ventricular izquierda

perivascular, sin evidencia de lesion de la fibra miocardica

150 Rechazo celular leve 1R

Fraccion de eyeccion, 50 %

Fibrosis con atrapamiento de fibras miocardicas,
infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial difuso
perivascular, con lesiones de la fibra miocardica.

180 Rechazo celular leve 1R

Fraccién de eyeccion, 45 %

Foco agresivo perivascular con infiltrado inflamatorio

mononuclear intersticial difuso
270 Rechazo celular leve 1R

Infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial difuso

Fraccién de eyeccion, 23 %
Suspension por 30 dias de prednisolona

perivascular, sin evidencia de lesion de la fibra miocardica,
tejido fibroso laxo con atrapamiento de fibras miocardicas
correspondientes a sitios de biopsia previa

por parte de la paciente, dilatacion de
ventriculo izquierdo

360 Rechazo celular leve OR

Fraccién de eyeccion, 25 %

Fibras musculares atrapadas por tejido fibroso

de tratamiento indicada para los pacientes con
cardiomiopatia chagasica crénica (11,27-29).

La reactivacién de la infeccion causada por T. cruzi
es una amenaza para la supervivencia del injerto
y del paciente; ésta se puede presentar con una
frecuencia de 8 a 90 % (11,26), diagnosticandose
con mayor frecuencia en el primer afio después
del trasplante, especialmente en los primeros tres
meses cuando el tratamiento de inmunosupresion
es mas intenso (11).

En el seguimiento de la reactivacion de la infeccion
por T. cruzi en pacientes con trasplante, se ha
observado que la PCR tiene mayor sensibilidad
que los métodos convencionales directos y ha
permitido detectar el parasito de forma temprana,
antes de que aparezcan los sintomas asociados ala
reactivacion de la enfermedad (14,30). De acuerdo
con lo anterior, los resultados del microhematocrito
en este estudio fueron negativos en todas las
fechas. Por el contrario, ambas PCR permitieron
detectar el parasito a los 90 dias después del
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trasplante. Mas aun, la PCR TcH2AF-R —de menor
sensibilidad que la prueba S35-S36— cambi6 de
negativa en las muestras antes del trasplante
y después de él hasta los dos meses, a positiva
en la muestra tres meses después del trasplante,
resultado que podria explicarse por un aumento de
la parasitemia.

Por otra parte, la falta de identificacién del parasito
en las biopsias endomiocérdicas podria atribuirse a
que éste estuviese iniciando el proceso de invasion
al tejido cardiaco, proceso que se lleva a cabo a
través del epicardio (12).

En resumen, en este estudio se consider6 la
reactivaciondelainfecciénalostres mesesdespués
del trasplante debido al viraje en los resultados de
las PCR en sangre con persistencia del resultado
positivo hasta los 120 dias, a pesar de la ausencia
de sintomas asociados a la infeccion. El grupo
tratante decidié iniciar tratamiento antiparasitario,
tras el cual se observé que las PCR se tornaron
negativas y asi permanecieron.
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El paciente clinicamente ha permanecido en
adecuada clase funcional, sin signos de falla
cardiaca, ni de reactivacion de la enfermedad de
Chagas, a pesar de los hallazgos ecocardiograficos
que muestran compromiso de la fraccién de
eyeccion.

Este caso representa el primer reporte en Colombia
de seguimiento de trasplante cardiaco en pacientes
con enfermedad de Chagas mediante PCR. Dada la
baja sensibilidad de las otras pruebas diagndsticas,
la PCR sera de mucha utilidad para el diagnéstico
temprano de reactivacién de la infeccién en
pacientes inmunosuprimidos, en quienes el tiempo
para iniciar el tratamiento es determinante para el
control de la infeccion.
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