N
~J{rED cHAcas

PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION

RED CHAGAS COLOMBIA

Elaborado por:

Juan David Ramirez
Coordinador CCDM

RED CHAGAS COLOMBIA

Revisado por:

Zulma Cucunuba

Gerente

RED CHAGAS COLOMBIA

TiTULO DEL PROYECTO

Caracterizacion de una cohorte de pacientes con enfermedad de Chagas, su

tratamiento etioldgico, eventos adversos y respuesta terapéutica
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dcahernandezc@gmail.com
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Calle 23 B No. 113-32
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Teléfono fijo y celular
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OBJETIVO GENERAL: Caracterizar un grupo de pacientes con enfermedad de
Chagas, su tratamiento etioldgico, eventos adversos y respuesta terapéutica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar un grupo de pacientes con enfermedad de Chagas en fase cronica
en Colombia, quienes han recibido tratamiento etioldgico.

2. Describir la seguridad y tolerabilidad del medicamento (Benzonidazol 6
Nifurtimox), determinada por la frecuencia y distribucién de los efectos
adversos relacionados.

3. Caracterizar la respuesta al tratamiento etiolégico medida por desenlaces
clinicos (ecocardiograma), seroldgicos (IgG anti-T.cruzi) y parasitologicos

(PCR)

METODOLOGIA OBJETIVO ESPECIFICO 1:

Objetivo 1: Caracterizar un grupo de pacientes con enfermedad de Chagas en
fase crénica en Colombia, quienes han recibido tratamiento etioldgico.

Definicion operacional de las variables Objetivo 1

L Tu_)o ge Referencia
. Definicion s . variable y ot g
Variable Definicion operacional bibliografica
conceptual escala de comentario
medicién

Fecha de dd/mm/aaaa de dd/mm/aaaa registrado en el Cualitativa

s S ; e, . NA
nacimiento nacimiento documento de identificacion de Nominal
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referencia del paciente.
Edad expresada en afios cumplidos
: - basandose en la fecha de nacimiento o
Tiempo vivido por una reqistrada en documento de Cuantitativa
Edad persona desde el registrada € . discreta NA
. identificacion de referencia para el .
nacimiento. . ; - . Razén
paciente (Registro civil, tarjeta de
identidad o Cedula de ciudadania).
Variable biologica que Se registra Masculino o Femenino de Cualitativa
Sexo diferencia al hombre acuerdo a lo anotado en la HC Dicotomica NA
de la mujer. ) Nominal
Grupo humano que
comparte y reconoce Se registra la pertenencia a alguno
como propias ciertas de los siguientes grupos étnicos: L
o ] X ! Cualitativa
Etnia caracteristicas _ Indigena, Mestlzo_, Afrocolombiano, Politémica Dane. 2007*
culturales especificas, Blanco, Raizal, Gitano, Mulato u otro, ; ’
. . . Nominal
que determinan su basandose a lo registrado en la HC
identidad (ethos) frente | durante la entrevista clinica.
a otros colectivos.
Fecha de dd/mm/aaaa en que se | dd/mm/aaaa de recepcion del 2do Se relaciona
confirmacién confirma el diagnostico | resultado serolégico que confirma el | Cualitativa con la
diaanostica serologico de infeccidon | diagnostico o 3er resultado en caso Nominal demora para
g por T. cruzi. de dos discordantes. inicio de tto
Fecha de dd/mm/aaaa de inicio S . etlologpo y
. . dd/mm/aaaa de inicio de tratamiento I con el tiempo
inicio de de tratamiento P ) Cualitativa
. L etioldgico con Benzonidazol o . pos-tto para
tratamiento etioldgico para Nifurtimox Nominal analisis
etiolégico. infeccion por T.cruzi. ' prospectivo
Procedencia
Identificacion del
Municipio/de Entidad fundamental municipio/departamento de
artaminto de la Divisién Politico nacimiento basandose en los Cualitativa
ze Administrativa del registros de la HC o el documento de | Politomica Dane, 2007*
Nacimiento Estado. Pertenece a identificacion de referencia para el Nominal
: un departamento. paciente (Registro civil, tarjeta de
identidad o Cedula de ciudadania).
S Identificacion del
P Entidad fundamental municipio/departamento de "
de L i, L o Dane, 2007
Expedicién de Ia- IZ_)lVlSlc_m Politico e_xped|C|on de la cedula de Cuglltat_lva
de la Cedula Administrativa del ciudadania a través de la Politémica Villar JC
de Estado. Pertenece a observacién directa de este Nomina 2009 ’
. . un departamento. documento en los pacientes '
ciudadania. ~18afi0s
(>18anos) |
s Entidad fundamental L
Municipio de la Division Politico | Municipio/departamento de Cualitativa
Idepartament - ; residencia al momento del registro e .
Administrativa del e e . Politomica Dane, 2007
o de Estado. P médico, informacidn obtenida de la Nominal
residencia. stado. Pertenece a HC omina
un departamento. )
Antecedentes
Nivel | Grado de escolaridad | Ninguno | Cualitativa | Dane, 2007*
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educativo méas alto al cual ha Preescolar Politémica
llegado la persona de Primaria (completo-incompleto) Nominal
acuerdo con los niveles | Secundaria (completo-incompleto)
del sistema educativo Técnico. (completo-incompleto)
formal. Tecnoldgico. (completo-incompleto)
Profesional. (completo-incompleto)
- Determinar durante la entrevista Rosas et al,
RSRES N Familiar(es) del clinica y la revisién de la HC . 2002
con Dx : o Cualitativa
paciente con Dx de antecedentes de familiares con P
Chagas . . ; . dicotémica .
- Chagas confirmado. diagnostico de Chagas confirmado. Cucunuba et
confirmado )
Si- No al, 2012
REUSUIESER Consanguinidad o . . . Rosas et al,
de los o . Algun familiar del paciente con o
o afinidad existente Cualitativa 2002
familiares Enfermedad de Chagas. e
entre cada uno de los . Politomica
con Dx de ; Padre, madre, hermano(a), hijo(a), ; .
miembros del hogary Nominal Cucunuba et
Chagas X Enumerar otros
- el paciente. al, 2012
confirmado.
- . Algun familiar con antecedente de
Familiares Familiar(es) del : o o o
. uso de dispositivo cardiaco: Cualitativa
con paciente que usan o Marcapaso Dicotémica NA
dispositivo usaron dispositivo -ap X
. ) Desfibrilador Nominal
cardiaco cardiaco. .
Si- No
. Referencia de muerte subita en
Cese repentino e . S . L
. . ! algun familiar. ;ha muerto algun Cualitativa
Muerte subita | irreversible de todas o o . o
L . familiar de manera subita (repentino, | Dicotomica
en familiares | las funciones : )
o inesperado)? Nominal
bioldgicas. :
Si- No
Determinar durante la entrevista
clinica o en la HC, uso de
medicamentos para enfermedad
Medicamento | Medicamentos de uso ﬁlrgzlgs. Cualitativa
s de uso cronico por el . Politémica
e . Captopril X
crénico paciente. Diqoxi Nominal
igoxina
ASA
Pednisolona Rosas et al
Salbutamol 2002 ’
Enumerar co-morbilidades
referenciadas diferentes a HTA y
Co- Enfermedades Falla Cardiaca. Puede ser: Cualitativa
morbilidades | asociadas en el Sin co-morbilidades Politémica
cronicas paciente con Chagas. | Diabetes Nominal
Asma
Artritis
Referencia en HC de recepcion y/o
donacién de transfusién sanguinea
Transfusion / | Procedimiento médico | en algun momento de la vida Cualitativa
donacion en donde una persona | Ninguna Politomica
sanguinea recibe o dona sangre. | Recepcién Nominal
Donacion
Donacién y recepcion
Aino que Ano en que el paciente | Expresado en aaaa. (ej, 1993) Cuantitativa NA
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recibio con Chagas recibi6 Discreta
transfusion por 1era vez alguna De razon
transfusion.
Aino que ?gr? gﬂaquaeserlezﬁ(z:;ente Cuantitativa
realizé ~nag Expresado en aaaa. (ej, 1999) Discreta NA
< . por ultima vez alguna .
donacioén . De razén
donacioén.
Avila et al,
2008
'(Ij'endenﬁia a ¢ Antecedente de alguna de las Vafriablg
des:rr?) Er resptue:s as siguientes enfermedades en entog? a al
€ Ac IgEt a proteinas cualquier momento: Cualitativa estableceria
. ambientales. o - o relacion
Atopia Dermatitis atépica Dicotémica
Enfermedades . . . entre el
. . Rinitis alérgica Nominal
asociadas con Atopia A antecedente
(eczema, asma y rinitis S'Sma' y la
alérgica). I—No presencia de
eventos
adversos al
tto etioldgico.
Crema et al,
. . Referencia de colelitiasis con o sin Cualitativa 2011.
e . Presencia de célculos . S o
Colelitiasis en la vesicula biliar tratamiento quirargico. Dicotémica
' Si—No Nominal Matsuda et
al, 2009
Elevacion de la Antecedente de HTA registrado en la | Cualitativa ;hgggglan et
HTA tensién arterial >=140 | HC. Dicotémica Ia’nni ot al
PAS o >=90 PAD. Si—No Nominal '
1998
Cifras de tension arterial registradas
enla HC.
PAS <120 y PAD <80 (Normal) Chobanian et
< Elevacion de la PAS 120-139 o PAD 80-89 (Pre I al, 2003
Presion g, . _ . Cualitativa
arterial tensién arterial >=140 | hipertenso) Ordinal
PAS o >=90 PAD. PAS 140-159 o PAD 90-99 lanni et al,
(HTAEstadio I) 1998
PAS >160 o PAD >100 (HTAEstadio
2)
Incapgmdad del o Greenberg B
corazon de bombear L . L . Cualitativa
. Historia de insuficiencia cardiaca. o & Kahn AM,
Falla cardiaca | sangre en los ; Dicotémica
. Si—No ) 2011
volumenes Nominal
adecuados.
Hunt et al,
. 2005
Estado de deterioro de . . ]
Clasificacion | la funcion cardiacay Determinar Estadios por la HC: Cualitativa .
. - . AB,C,D . Gomez et al,
falla cardiaca | su repercusion clinica Ordinal
. 2007
y factores de riesgo.
Mann, 2011
Dispositivo Aparato que controla Uso de dispositivo cardiaco. Cualitativa Rosas et al,

5
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electréonico artificialmente el ritmo | Marcapaso Dicotémica 2002
cardiaco cardiaco. Desfibrilador Nominal
Si—No Mora et al,
2007
Identificacion de
alguno de los vectores Conoce 6 ha visto en alaun momento Rosas et al,
. (Rhodnius, Triatoma, ; h agt Cualitativa 2002
Conocimiento de la vida en su residencia o S
Panstrongylus) . Dicotémica
del vector : alrededor de esta algun vector de : .
relacionados con la Chaaas Nominal Cucunuba et
transmision del gas. al, 2012
T.cruzi.
Tlemp.o Tiempo transcurrido Determinar a través de la entrevista
aproximado - o .
desde la ultima vez clinica la edad del paciente cuando o
desde la . . o Cuantitativa .
e que vio al vector vio por ultima vez a alguno de los : Alarcén et al,
ultima . discreta
s relacionado con la vectores para Chagas. Con este dato i 2010
exposicion al : De razon
vector enfermedad de establecer con referencia a la edad
(TAUEV) Chagas. actual el TAUEV expresado en afios.
Caracteristica de la vivienda
Caracteristicas del techo de la
V|v!enda Campbell et
Paja al, 2007
Parte superior de una Palma Cualitativa '
Techo construccion, que lo Madera Politdmica
f . . Crocco et al,
cubre y cierra. Zinc Nominal
. 2005
Teja
Fibra prefabricada
Otros
Caracteristicas de las paredes de la
vivienda durante su nifiez.
. Campbell et
Sin paredes al. 2007
Obra de albanileria Adobe _ ’
vertical, que cierra o Tapia pisada Cualitativa
Paredes L  d . apia p Politdmica Crocco et al,
limita un espacio. Tierra X
L1 Nominal 2005
Metalica
Ladrillo/bloque DANE, 2007
Madera
Otro material
Caracteristicas del piso de la Campbell et
vivienda al, 2007
Pavimento natural o Barro Cualitativa
Piso artificial de las Madera Politémica Crocco et al,
habitaciones, etc. Baldosa 2005
Cemento
Otro material DANE, 2007*
Abierta:
o Rosas et al,
. Hogar Cualitativa
<. Trabajo, empleo, e 2002
Ocupacion . Fontanero Politémica
oficio. Madre comunitaria Nominal
- DANE, 2005
Agricultor

6
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Profesor
Estudiante
Conductor
Promotor de salud
Comerciante
Desconocida

Sintomas

Sin sintomas

Paciente que en la entrevista clinica
o HC no refiere sintomas como

X . . Cualitativa
. ”r relacionados con la Disnea (clase funcional), o
Asintomatico O . Dicotomica
enfermedad de palpitaciones, Dolor precordial, .
N : X Nominal
Chagas constipacion y disfagia)
Si—No
Latido del corazon, . I
. L Referencia de palpitaciones. Durante L
sensible e incomodo : L . Cualitativa
o .. | la entrevista clinica y/o revision de la T
Palpitaciones | para el enfermo, y mas HC Dicotémica
frecuente que el . Nominal
Si—No
normal. Rosas et al,
. Referencia de disnea. Durante la Cualitativa 2002
. Dificultad para : L - o
Disnea respirar entrevista clinica y/o revision de la Dicotémica
pirar. HC. Si- No Nominal
Malestar y dolor
sentido en el centro
del torax,
Dolor generalmente de tipo Manifestacion de dolor en zona Cualitativa
. opresivo que puede central del térax. Dicotémica
precordial . A ; X
tener irradiacién a Si-No Nominal
cuello, cabeza y
brazos.
Relacion entre la limitacién a la
actividad fisica y palpitaciones,
Clase Relacion entre la disnea, dolor precordial o fatiga. Greenberg B
. limitacion de actividad | Clasificar clase funcional (CF). Cualitativa & Kahn AM,
funcional - . )
. . fisica y la presencia de | CF | Ordinal 2011
NYHA clinica ; :
sintomas cardiacos. CF 1l
CF 1l
CF IV
Alteracion transitoria Sensacion de que van a o Rosas et al,
. S Cualitativa 2002
. del nivel de perder la conciencia de forma o
Pre-sincope T I . Dicotémica
conciencia, sin pérdida | inminente pero sin llegar a hacerlo. . .
) . Nominal Peinado et
completa de ésta. Si-No
al, 2004
Pérdida transitoria de Rosas et al,
conciencia, con 2002
pérdida de tono Historia de algun episodio de Cualitativa
Sincope postural, recuperacién | Sincope. Dicotémica Peinado,
espontanea, sin Si—No Nominal 2004
maniobras de
reanimacion. Prata, 2000
Disfagia Dificultad para la Historia de disfagia Cualitativa Matsuda et
9 deglucion. Si—No Dicotémica al, 2009

7
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Nominal
Tiempo con Tiempo durante el cual Pérez et al,
PO ¢ el paciente viene Referencia de disfagia expresada en | Cuantitativa | 2011
presencia de e ~ i
Disfagia presentando d_|f|cultad afos. De razon _
’ para la deglucion. Rassi A &
Retencion de materia | Historia de constipacion o Cualitativa Rezende JM,
Constipacién | fecal o dificultad para | estrefiimiento. Dicotémica 2011
eliminarla. Si—No Nominal
. Tiempo durante el cual
UG con el paciente viene Referencia de constipacion Cuantitativa
presencia de ~ i
C ] < . presentando expresada en afios. De razon
onstipacion. L
constipacion.
Examen fisico
Medida der!ana de la Medicién del peso corporal al Cuantitativa Variables
fuerza gravitacional . . 4 . para
Peso momento del registro médico. Continua
sobre el cuerpo ; i establecer
Expresado en kilogramos De razon .
humano. cambios del
peso como
Medicién de la talla al momento del Cuantitativa efecto
Estatura o altura de ) o .
Talla registro médico. Expresado en Continua adverso e
las personas. . . . .
centimetros. Razon influencia de
IMC en PCR
RL!IdO anormal por el Presencia a la auscultacion de soplo | Cualitativa
Soplo flujo sanguineo : . o Rosas et al,
s ! . cardiaco en sistole. Dicotomica
sistoélico desigual a través de : . 2002
g . Si—No Nominal
las valvulas cardiacas.
Radiografia de Torax
Relacion que existe
entre el diametro
indice transverso del corazén Cualitativa
. o y el diametro ICT >0.5 o Rassi A Jr. et
Cardiotoracic . ; Dicotémica
transverso del torax, Si—No . al, 2006
o (ICT) ; Nominal
medidos en la
proyecciéon PA de la
Radiografia de Térax.
Electrocardiograma
Ausencia de Lectura del ecg normal en el registro | Cualitativa
Registro ECG | alteraciones en el ; 9 9 C
. medico. Dicotomica
Normal registro : X
e Si—No Nominal
electrocardiografico
Numero de o
. N . . . . Cuantitativa
Frecuencia despolarizaciones Frecuencia cardiaca en ritmo sinusal .
. : ) . Discreta
cardiaca ventriculares en un expresada en #latidos/minutos. D .
. e razoén
minuto.
BCRD QRS = 120 mseg I
(bloqueo rsr', RSR', 0 'rSR, en , ] C_uallt’atn_/a
Registro de ecg con morfologia de Dicotémica
CENHEDEE I BCRD. Si— No Nominal
rama Sen DlyV6 240 ms '
derecha) R >50 ms en V1
Bloqueo Eje QRS =-45a-90 Lectura de ecg con BFAI C_uallt’atn_/a Rosas et al,
fascicular grados, en plano Si— No Dicotomica 2002
anterior frontal. Nominal
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izquierdo gR en aVL
(BFAI) QRS <120 ms
R en aVL = 45 mseg
:I'rastorrqu Depresion leve ST o Cualitativa
inespecifico . ! Lectura de ecg con Trastorno T
inversibn delaonda T | . o o Dicotomica
de : inespecificos de la repolarizacion. .
.__ .. | oTaplanada sin : Nominal
repolarizacié : Si—No
n causa evidente.
< 65ms Cualitativa
QTd-ECG QT(max.)-QT(min) ; Dicotémica
Si—No )
Nominal
Bloqueo de 2
fasciculos
1. BCRD + LAFB
(patrén BCRD + eje >-
45 grados.)
2. BCRD + LPFB
(patron BCRD + eje
120 grados.) ECG con bloqueo bifascicular o
3. BRI Cualitativa
Bloqueo Grupo 1 e
. - QRS = 120 mseg Politémica
Bifascicular Grupo 2 ;
R muescas en |, aVL, Grupo 3 Nominal
V5y V6 P
r pequena/ausente +
S profundaenV1y
V2.
ausencia de ondas Q
septales |, V5 y V6
R(>60ms)enV5y
V6
Bloqueo variable de la | Grado 1 Cualitativa
Bloqueos AV | conduccién auriculo- Grado 2 Politomica
ventricular Grado 3 Nominal
Despolarizacion Pueden ser o
. . . ; . Cualitativa
Extrasistoles | ectopica ventricular - Sin extrasistoles e
. - e Politémica
ventriculares | con uno o multiples - Monomorfica ;
S Nominal
focos. - Polimérfica
Amplitud total del QRS
en cada una de las Cualitativa
Bajo voltaje derivaciones: DI-DIll y | Bajo voltaje en ECG. Dicotémica
QRS AVR-AVL-AVF es =<0,5 | Si— No Nominal
mV o de V1-V6 =<1,0
mV.
Arritmia
sup_ravgntncular con Cualitativa
S oscilaciones de baja o
Fibrilacion . . Ecg con FA Dicotémica
. amplitud de linea de ; X
Auricular o Si—No Nominal
base (fibrilacion o las
ondas f) y un ritmo
ventricular irregular.
.Zona's .de Zonas que no produce Lectura de ECG con ZIE C_uallt’atn_/a
inactividad fuerza eléctricas (no Dicotémica

Salles et al,
2003

Olgin J &
Zipes DP,
2011

Mirvis DM &
Goldberger
AL, 2011

Rassi A Jr.
et al, 2006

Isselbacher
etal, 2010

Garzon et al,
1995




>
&

RED CHAGAS

Colombia

PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION

RED CHAGAS COLOMBIA

Elaborado por:

Juan David Ramirez
Coordinador CCDM

RED CHAGAS COLOMBIA

Revisado por:

Zulma Cucunuba

Gerente

RED CHAGAS COLOMBIA

eléctrica (ZIE) | despolariza ni Nominal
repolariza), se expresa
como Onda Q.
Holter
Pr_esenma de 3 o+ Rassi A Jr. et
latidos consecutivos
L " al, 2006
. . originados en tejido L
Taquicardia icul P ia de TVNS en Holter Cualitativa
ventricular no :c/entrlcu arcon unéa_ S!'es;nma e Dicotémica Grupi et al,
sostenida recuencia promedio I -No Nominal 1995
de 100 latidos por
minuto durante no mas
de 30 segundos.
Registro Ausencia de Lectura del Holter normal en el Cualitativa
Holter alteraciones en el registro medico. Dicotémica
Normal registro Holter Si—No Nominal
BCRD QRS = 120 mseg
(bloqueo rsr', RSR', 0 'rSR, en Registro del Holter con morfologia de | Cualitativa
completo de V1yV2 BCRD. Dicotémica
rama Sen DlyV6 240 ms Si—No Nominal
derecha) R >50 ms en V1
Eje QRS =-45a-90 Rosas et al,
Bloqueo rados, en plano I 2002
fasclc_:ular g’ontal. i Lectura del Holter con BFAI C_uallt’atn_/a
anterior ; Dicotomica
izquierdo gR en aVL Si—No Nominal Salles et al,
(BFAI) QRS <120 ms 2003
R en aVL =45 mseg
Trastornos _Depre_sic’m leve ST o o ngin J &
inespecifico inversién de laonda T | Lectura de ecg con Trastorno Cualitativa Zipes DP,
de o T aplanamiento de la | inespecificos de la repolarizacion. Dicotomica 2011
el e onda sin causa Si—No Nominal o
evidente. Mirvis DM &
< 65ms Cualitativa Goldberger
QTd - Holter QT (max.)-QT(min) Si— No Dicotomica AL, 2011
Nominal
Bloqueo de 2 Rassi A Jr.
fasciculos et al, 2006
1. BCRD + LAFB
(patrén BCRD + eje >-
45 grados.) Isselbacher
2. BCRD + LPFB etal, 2010
(patrén BCRD + eje
120 grados.) ECG con bloqueo bifascicular Cualitativa Garzon et al,
Bloqueo 3. BRI Grupo 1 Politmica 1995
Bisfacicular QRS = 120 mseg Grupo 2 Nominal
R muescas en |, aVL, Grupo 3

V5y V6

r pequena/ausente +
S profundaenV1y
V2.

ausencia de ondas Q
septales |, V5 y V6
R(>60ms)enV5y
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V6
Bloqueo variable de la | Grado 1 Cualitativa
Bloqueos AV | conduccién auriculo- Grado 2 Politomica
ventricular Grado 3 Nominal
Extrasistoles | Despolarizacion de un | Numero de extrasistoles o
. - e . Cuantitativa
ventriculares | foco ectépico monomorficas registradas durante el i
g ; . De razon
monomorfica | ventricular. registro Holter.
Extrasistoles | Despolarizacion e
. . . . . Cuantitativa
ventriculares | ectdpica ventricular Numero de extrasistoles registradas D N
s - . e razoén
polimérficas con uno o multiples durante el registro Holter
(multifocales) | focos.
Arritmia
supraventricular con
S oscilaciones de baja Holter con FA sostenida o FA Cualitativa
Fibrilacion litud de i d _ Dicotémi
Auricular amp |tq de linea de pgromstlcas |cot_om|ca
base (fibrilacion o las Si- No Nominal
ondas f) y un ritmo
ventricular irregular.
Ecocardiograma (ECG)
Aneurisma . o . L
. . . . Visualizacion en eco de aneurisma Cualitativa
apical de VI Dilatacién localizada . o
. apical VI. Dicotémica
(ventriculo en pared de VI. : X
: . Si—No Nominal
izquierdo)
Trombo Coagulo de sangre en _Vlsuahzgcm_)n en eco de trombo C_uallt,atl\_/a
. . intracavitario. Dicotémica
intracavitario | VI : X
Si—No Nominal
Incremento o Rassi A Jr. et
Diametro Vl al | Aumento diametro VI | . Cualitativa |
- ! L Si- No Dicotémica
final de la al final de la diastole. . 2006
‘s Nominal
diastole
Incremento Aumento diametro VI Cualitativa Rassi A Jr. et
diametro VI e Si- No Dicotémica al, 2007
. durante la contraccion. X
sistole Nominal
Proporcién de sangre o Viotti et al,
L . Cuantitativa
Fraccién de expulsada en cada o . 2004
iy . Expresado en % Continua
eyeccion Vi contraccién De razén
ventricular. Isselbacher
Anormalidad etal, 2010
segmentaria Alteracion en la Cualitativa
o global de la | movilidad de la pared | Si-No Dicotomica Chaves et al,
movilidad de | ventricular. Nominal 2006
Vi
Aumento Incremento de la Cualitativa Acquatela et
velocidad velocidad de la onda A | Si—No Dicotémica al, 2007
onda A mitral | mitral. Con Nominal
Disminucién consiguiente Cualitativa
P disminucién del indice | Si— No Dicotémica
del indice E/A X
E/A. Nominal
:_\umento del Prolongacion del Cualitativa
|elm.po. ’ tiempo de relajacion Si- No Dicotémica
relajacion del VI. Nominal

Isovolumétrica

11
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VI
Alteracion Incompetencia valvular Cualitativa
valvular mitral durante su cierre | Si - No Dicotomica
mitral o apertura. Nominal
Clasificacion Miocardiopatia
. .. Clasificacion segun AHA de acuerdo .
Clasificacion - Cualitativa
. a lo registrado en la HC. .
AHA Clasificaciones que AB CD Ordinal Hunt et al,
Clasificacion gittfgllzcepelsae;ilgcgon Clasificacion segun Cons. Brasil de Cualitativa 2005
Consenso. P ] acuerdo a lo registrado en la HC. . )
. ausencia de sintomas Ordinal Gbémez et al,
Brasil. . A, B1,B2,C, D.
cardiacos y los S . 2007
e s Clasificacion segun Andes
Clasificacion hallazgos de modificada de acuerdo a lo Cualitativa
Andes normalidad o . . Andrade et
P . registrado en la HC. Ordinal
Modificada. anormalidad en el A B I NI al, 2011
Electrocardiograma, CI, ‘f" - in Kuschni
Clasificacion | Ceocardiogramaola | <o e e o o alo Cualitativa | Ministerio da
Kuschnir radiografia de torax. registrado en la HC. Ordinal Saude, 2005
0,1, 11, 1l
Laboratorio
Presencia de
IFl antlcue_rpos IgG anti- _ _ C_uallt’atl\_/a Storch W
e . T. cruzi en suero, Reactivo/No reactivo Dicotomica
positividad . : ,2000
detectados mediante Nominal
fluorescencia
Contenido de
anticuerpos IgG anti-
T.cruzi en diluciones
seriadas del suero que
se unen a una o
. . . 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,1/128, 1/256, Cualitativa .
IFI titulos can’tldad estandar_de 1/512.1/1024, 1/2048 Ordinal Roitt, 2008
antigeno y determinan
el nivel en el cual se
produce la reaccion
positiva, detectada por
fluorescencia.
Presencia de
anticuerpos IgG anti- Crowther,
rpos 19 Cualitativa 1995
ELISA T. cruzi en suero s . .
apr - . . Positivo/Negativo Dicotémica
Positividad unidos al antigeno, X
. Nominal Venkatesan,
detectados mediante
., 1993
espectrofotometria.
Medida
espectrofotométrica de Cuantitativa Venkatesan
ELISA anticuerpos IgG-anti 00-2.5 Intervalo P and
Absorbancia T.cruzi en funcion de e Wakelin D,
su afinidad y 1993
concentracion.
HAI Presencia de Cualitativa
- anticuerpos IgG anti- Reactivo/No reactivo Dicotémica Gilbert, 1992
Positividad , .
T. cruzi en suero, Nominal

12
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detectados mediante
aglutinacion.

Presencia de
anticuerpos IgG anti-
T. cruzi en suero,

Umezawa,
detectados por 1996
Westernblot utilizando Cualitativa Ramirez et
TESAblot TESA (antigenos de Positivo/ Negativo Dicotémica al. 2009
secrecion y excrecion Nominal "
) ; Nakazawa
obtenidos mediante
. et. al.,2001
cultivo de formas
tripomastigotes de T.
cruzi)
Higuchi R,
Deteccion de ADN de 1993
’ o Basquiera et
T.cruzi en sangre Cualitativa
PCR : A o : o al., en 2003
. mediante amplificacién | Positivo/Negativo Dicotémica ;
Positividad e : Hidron et al,
enzimatica de ADN Nominal 2010
diana. .
Ramirez et
al., 2009
Medicién de la
PCR concentracion inicial Higuchi R,
C delADN diana en 0.0-1x10° Cuantitativa 1993
arga ] .
. muestras de sangre, Razon Moreira et
parasitaria : .
equivalente al nimero al., 2013
de parasitos por mL.
Determinacion del DTU’s:
contenido genémico Tcl Zingales et
Genotioificacion | P22 clasificacion de Tcll Cualitativa al.,, 2010y
. Tgruzi T.cruzi en Unidades Tclll Politomica 2012
: de Tipificacion TclV Nominal Ramirez et
Discretas en ADN de TeV al., 2010
T.cruzi. TeVI

Tipo de estudio y diseio general Objetivo 1

Estudio observacional de cohorte retrospectiva. Para este objetivo, se
analizaran las variables de linea de base, definida como el momento de
inicio del tratamiento.

Universo de estudio, seleccion y tamaio de muestra, unidad de analisis y

observacion.

El tamafo de la muestra que sera utilizado en este estudio estara conformado

aproximadamente por pacientes 785 pacientes quienes han

recibido terapia

tripanocida en el Instituto Nacional de Salud, Instituto Colombiano de Medicina
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Tropical, Secretaria de Salud de Boyaca y Secretaria de Salud de Casanare. De
acuerdo a las bases de datos, cada una de estas instituciones aglomera un niumero
aproximado de 400, 20, 120 y 125 pacientes respectivamente.

Criterios de inclusion y exclusiéon Objetivo 1

Se incluiran los pacientes que iniciaron el manejo etioldgico por
enfermedad de Chagas entre los afios 2000 y 2012 en las siguientes
instituciones; Instituto Nacional de Salud, Instituto Colombiano de
Medicina Tropical, Secretaria de Salud de Boyaca y Secretaria de Salud
de Casanare.

Se excluiran los pacientes con diagndstico de enfermedad de Chagas
fase aguda y los menores de 18 afios de edad.

Procedimientos para la recoleccion de informacién, instrumentos a utilizar y
métodos para el control y calidad de los datos Objetivo 1

En coordinacion con el Centro Coordinador de Datos y Muestras
(CCDM) se disenara el formato de historia clinica sistematizada, para
su validacion se realizaran pruebas piloto con algunos pacientes,
buscando ajustar términos y variables. Una vez validada, la historia
clinica sistematizada sera el documento de referencia para el manejo
de la informacion de cada paciente.

Con respecto al proceso de recoleccidn de la informacion, esta sera
digitada utilizando la historia clinica sistematizada, de esta, se extraeran
los datos necesarios para la descripcidén y analisis de las variables. Se
realizaran entrenamientos sucesivos a los investigadores en |la
aplicacion de los formatos de recoleccion de la informacién y se
realizaran pilotos para el ajuste y resolucién de dudas especificas en las
variables del documento. Se haran dos evaluaciones de la calidad de la
informacién registrada en los formatos, por medio de verificacion de una
muestra aleatoria del total de los formatos registrados, correspondiente
al 5% de las mismas. Errores superiores al 20% del total de variables
registradas obligaran a la revision del total de la informacién.

Dificultades y limitaciones del estudio Objetivo 1

Dada la naturaleza retrospectiva de esta fase del andlisis, la principal
limitacion de esta fase del estudio se relaciona con valores perdidos. El
manejo de estas pérdidas de informacion se explica durante el plan de
analisis.

Plan de analisis de los resultados Objetivo 1

Una vez exportada la base y evaluada la calidad de los datos, se
realizara un analisis exploratorio de la informacién. Se obtendran
histogramas y box-plot para las variables continuas y graficos de barras
para variables categoricas. Se evaluaran las pérdidas de informacion

14
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para cada variable, segun si son informativas o sugieren sesgo.
Pérdidas de informacion superiores a 20% en la variable implicara su

exclusion del analisis y evaluaciéon de sesgo de informacion.

En

pérdidas inferiores al 20% se evaluara la probabilidad de sesgo de
informacién y en caso de ameritarlo seran tratadas con estrategias de

imputacion y analisis de sensibilidad para las mismas.

Para cada

medida de asociacion se estimaran los intervalos de confianza al 95%.
Se empleara el software Stata 10.0 (StataCorp. 2007. Stata Statistical

Software: Release 10. College Station, TX: StataCorp LP.)

Métodos y modelos de analisis de los datos segun tipo de variables Objetivo 1
Las variables continuas seran descritas como medias con desviacion
estandar, mediana y rango intercuartilico y las variables categoéricas

como porcentajes.

METODOLOGIA OBJETIVO ESPECIFICO 2:

Objetivo 2: Describir la seguridad y tolerabilidad del medicamento
(Benzonidazol 6 Nifurtimox), determinada por la frecuencia y distribucién
de los efectos adversos relacionados.

Definicion operacional de las variables objetivo 2
La clasificacion por sistemas se hizo de acuerdo al sistema de

relation to drug therapy) (WHO-ART, 2005).

terminologia de efectos adversos de la organizacion mundial de la salud
WHO-ART CLASS (Terminology for coding clinical information in

Variable Definicion conceptual | Definicion Tipo de Referencia
operacional variable y
escala de
medicidn
Tratamiento Medicamento que se Clasificar en Cualitativa MPS, 2010
etiolégico emplea para tratar la Benzonidazol o en nominal
enfermedad de Chagas | Nifurtimox dicotémica
Dosis Cantidad de Dosis de Nifurtimox | Cuantitativa MPS, 2011
Benzonidazol o o Benzonidazol continua de
Nifurtimox suministrado razén
en mg/Kg/dia.
Numero de Cantidad de tabletas de | Conteo de tabletas | Cuantitativa MPS, 2011
tabletas Nifurtimox o ingeridas. discreta de
tomadas Benzonidazol ingeridas razon
al dia.
Duracion del | Tiempo que el paciente | Dias que el Cuantitativa MPS, 2012
Tratamiento ingiere Nifurtimox o paciente tomo discreta de
Benzonidazol Nifurtimox o razén

Benzonidazol
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Suspension Interrupcion por un Clasificar en Cualitativa Coelho et
temporal del | tiempo definido del uso Suspension nominal al., 1999
tratamiento de Benzonidazol o temporal del dicotémica

Nifurtimox tratamiento o no.

Dias de Numero de dias que el Conteo de dias Cuantitativa Coelho et

suspension paciente no ingiri¢ discreta de al., 1999

temporal del Nifurtimox o razon

tratamiento Benzonidazol debido a
una suspension
temporal del
tratamiento.

Suspension Interrupcion definitiva Clasificar en Cualitativa Coelho et

definitiva del | del uso de Benzonidazol | Suspension nominal al., 1999

tratamiento o Nifurtimox definitiva del dicotémica

tratamiento o no.

Numero de Cantidad de veces que Conteo de Cuantitativa Coelho et

Hospitalizaci | tuvo que ser atendido hospitalizaciones discreta de al., 1999

ones en un hospital durante el razon
tratamiento etiolégico
Nifurtimox o
Benzonidazol por una
reaccion adversa.

Trastornos de piel y anexos

Eritema Inflamacién superficial Clasificar en Cualitativa Pinazo et
de la piel, caracterizada | presencia o en nominal al., 2010
por manchas rojas. ausencia de dicotémica

eritema

Eritema Tipo de reaccion de Clasificar en Cualitativa Pinazo et

multiforme hipersensibilidad con presencia o en nominal al., 2010
Inflamacién superficial ausencia de dicotémica
de la piel, generalizada eritema multiforme
que se caracterizada
por muchas manchas
rojas que confluyen.

Eczema Erupcién cutanea con Clasificar en Cualitativa Altcheh et
eritema, edema, presencia o en nominal al., 2011
vesiculas, costras, ausencia de dicotémica
escamas. eczema

Prurito Picazén o irritacién en | Clasificar en Cualitativa Pinazo et
la piel que despierta la presencia o en nominal al., 2010
necesidad de rascarse ausencia de prurito | dicotémica
esa area

Sindrome .Es una variante severa | Clasificar en Cualitativa Yun et al.,

Stevens del eritema multiforme, presencia o en nominal 2009

Johnson. consistente en una ausencia de dicotémica

reaccion de
hipersensibilizaciéon que
afecta la piel y las
membranas mucosa

Stevens Johnson.

16




/q} RED
' 4

CHAGAS

Colombia

PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION

RED CHAGAS COLOMBIA

Elaborado por:

Juan David Ramirez

Coordinador CCDM

RED CHAGAS COLOMBIA

Gerente

Revisado por:
Zulma Cucunuba

RED CHAGAS COLOMBIA

Urticaria Erupcién de la piel Clasificar en Cualitativa Pinazo et
caracterizada por presencia o en nominal al., 2010
lesiones cutaneas ausencia de dicotémica
edematosas, de urticaria
contornos delimitados y
con un halo eritematoso

Trastornos del sistema musculo-esquelético.

Artralgia Dolor de las Clasificar en Cualitativa Pinazo et
articulaciones. presencia o en nominal al., 2010

ausencia de dicotémica
artralgia

Calambres contracciones o Clasificar en Cualitativa Altcheh et
espasmos subitos, presencia o en nominal al., 2011
involuntarios en uno o ausencia de dicotémica
mas musculos artralgia

Mialgia Dolor muscular Clasificar en Cualitativa Pinazo et

presencia o en nominal al., 2010
ausencia de mialgia | dicotémica

Trastornos del sistema nervioso central y periférico

Mareos Sensacion de que se Clasificar en Cualitativa Altcheh et
podria desmayar. presencia o en nominal al., 2011

ausencia de dicotémica
mareos

Pérdida Olvido inusual que Clasificar en Cualitativa Valencia et

temporal de dificulta recordar hechos | presencia o en nominal al., 2012

la memoria nuevos. ausencia de dicotémica

pérdida de la
memoria

Neuropatia Dafo del sistema Clasificar en Cualitativa Coura et

periférica nervioso periférico. presencia o en nominal al.,1997
Aparece como una ausencia de dicotémica
sensacion de Neuropatia
hormigueo, quemazon, periférica
endurecimiento o
adormecimiento de los
pies, incluyendo los
dedos. También puede
producir una sensacién
de cosquilleo, dolor sin
motivo o sensaciones
que parecen ser mas
intensas que las
normales.

Somnolencia | Sentirse anormalmente | Clasificar en Cualitativa Coura et
sonoliento durante el presencia o en nominal al.,1997
dia. ausencia de dicotémica

somnolencia
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Dolor de Cefalalgia intermitente, Clasificar en Cualitativa Pinazo et
cabeza que afecta presencia o en nominal al., 2010
ordinariamente a uno de | ausencia de dolor dicotémica
los lados de la cabeza de cabeza
Parestesia Sensacion o conjunto de | Clasificar en Cualitativa Pinazo et
sensaciones anormales | presencia o en nominal al., 2010
como el hormigueo, ausencia de dicotémica
adormecimiento o ardor | parestesia
Trastornos de la vision
Vision Pérdida de la agudeza Clasificar en Cualitativa Altcheh et
borrosa visual y la incapacidad presencia o en nominal al., 2011
para visualizar ausencia de vision | dicotémica
pequefios detalles borrosa
Audicién y los trastornos vestibulares
Vértigo Sensacion de Clasificar en Cualitativa Carrilero et
movimiento o giros. Los | presencia o en nominal al., 2011
pacientes sienten como | ausencia de vértigo | dicotomica
si realmente estuvieran
girando o moviéndose, o
como si el mundo
estuviera girando a su
alrededor.
Tinitus Acufenos o zumbidos Clasificar en Cualitativa Valencia et
del oido. presencia o en nominal al., 2012
ausencia de tinitus. | dicotémica
Trastornos psiquiatricos
Insomnio Trastorno del suefio en Clasificar en Cualitativa Carrilero et
el cual los pacientes presencia o en nominal al., 2011
tienen dificultades para ausencia de dicotémica
quedarse dormidas, insomnio
para continuar
durmiendo o para hacer
ambas cosas
Irritabilidad Estado de &nimo o Clasificar en Cualitativa Guhl et al.,
rasgo de personalidad presencia o en nominal 2001
caracterizado por ausencia de dicotémica
reacciones afectivas irritabilidad
exageradas, de ira o de
malhumor
Trastornos sistema gastrointestinal
Distension Es una afeccién en la Clasificar en Cualitativa Pinazo et
abdominal que el abdomen presencia o en nominal al., 2010
(vientre) se siente lleno | ausencia de dicotémica
y apretado. distension
abdominal
Diarrea Sintoma o fendmeno Clasificar en Cualitativa Pinazo et
morboso que consiste presencia o en nominal al., 2010
en evacuaciones de ausencia de diarrea | dicotémica

vientre liquidas y

frecuentes.
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Nausea Sensacion de malestar Clasificar en Cualitativa Pinazo et
o de estbmago revuelto | presencia o en nominal al., 2010
junto con una urgencia ausencia de dicotémica
por vomitar nausea

Epigastralgia | Sensacion de dolor en Clasificar en Cualitativa Pinazo et
la boca del estémago. presencia o en nominal al., 2010

ausencia de dicotémica
epigastralgia

Dolor Sensacion Clasificar en Cualitativa Altcheh et

abdominal desagradable en la presencia o en nominal al., 2011
region comprendida ausencia de dolor dicotémica
entre el pecho hasta la abdominal
ingle

Boca seca Sensacion de que no Clasificar en Cualitativa de Pontes
hay suficiente saliva en presencia o en nominal etal., 2010
su boca ausencia de boca dicotémica

seca

Pirosis Sensacion de ardor Clasificar en Cualitativa Pinazo et
dolorosa en el pecho o presencia o en nominal al., 2010
la garganta ausencia de pirosis | dicotémica

Vémito Expulsion violenta y Clasificar en Cualitativa Pinazo et
espasmaodica del presencia o en nominal al., 2010
contenido del estbmago | ausencia de vémito | dicotémica
a través de la boca

Trastornos metabodlicos y nutricionales

Anorexia Falta anormal de ganas | Clasificar en Cualitativa Pinazo et
de comer presencia o en nominal al., 2010

ausencia de dicotémica
anorexia

Disminucion | Pérdida del 10% o mas Identificar Cualitativa Valencia et

de Peso del peso que no se hace | disminucién de por | nominal al., 2012
de manera voluntaria. lo menos un 1.67% | dicotdmica

de peso corporal
durante la toma del
medicamento
comparado con el
peso inicial antes
de comenzar el
tratamiento
etiolégico

Polifagia Aumento anormal de la | Clasificar en Cualitativa de Pontes
necesidad de comer presencia o en nominal etal., 2010

ausencia de dicotémica
polifagia

Trastornos generales del Cuerpo en general

Astenia Falta o decaimiento Clasificar en Cualitativa de Pontes
considerable de fuerzas. | presencia o en nominal etal., 2010

ausencia de dicotémica
astenia
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Fiebre Aumento en la Sensacion Cualitativa Pinazo et
temperatura corporal subjetiva de nominal al., 2010
por encima de lo que se | ausencia o dicotémica
considera normal. presencia de fiebre.

Paraclinicos

Leucocitos Células que estan Conteo de Cuantitativa Altcheh et
principalmente en la leucocitos en el discreta de al., 2011
sangre y circulan por hemograma. razon
ella con la funcién de
combatir las infecciones
0 cuerpos extrafo

Neutréfilos un tipo de glébulo Conteo absoluto de | Cuantitativa Carrilero et
blanco, de tipo de Neutrdfilos en el continua de al., 2011
granulocito, cuya hemograma rezon
principal funcién es
fagocitar y destruir a
bacterias y participar en
el inicio del proceso
inflamatorio

Eosinofilos Célula fagocitaria del Conteo absoluto de | Cuantitativa Altcheh et
sistema inmunoldgico Eosinofilos en el continua de al., 2011
que elimina los hemograma rezon
complejos antigeno-
anticuerpo y que por su
capacidad citotoxica
tiene una funcién de
defensa ante los
microorganismos no
fagocitables, como los
parasitos

Plaquetas Células que circulan en | Conteo de Cuantitativa Carrilero et
la sangre, participan en | Plaquetas en el discreta de al., 2011
la formacion de hemograma razon
coagulos sanguineos y
en la reparacion.

Nitrégeno Es un producto que se Nivel de nitrégeno Cuantitativa Carrilero et

ureico en la forma cuando la ureico en sangre continua de al., 2011

sangre. proteina se rezon
descompone.

Creatinina Es un producto de Nivel de creatinina | Cuantitativa Carrilero et
degradacion de la en sangre continua de al., 2011
creatina, una parte rezon
importante del musculo.

Transaminas | Enzima que mide la Nivel de Cuantitativa Altcheh et

a Glutamo funcién citoplasmaticay | Transaminasa continua de al., 2011

oxalacética mitocondrial. Del Glutamo rezén
higado. oxalacética en

sangre

Transaminas | Enzima hepatica que Nivel de Cuantitativa Altcheh et

a Glutamo mide la funcién Transaminasa continua de al., 2011

piravica. citoplasmatica. Glutamo piruvica rezon

en sangre
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Tipo de estudio y disefio general Objetivo 2
Estudio observacional, analitico tipo cohorte retrospectiva. Para este
objetivo, se analizara la incidencia de efectos adversos durante el
tratamiento etioldgico de los pacientes. La informacion sera obtenida de
las historias clinicas.

Universo de estudio, seleccion y tamaio de muestra, unidad de analisis y
observacion. Criterios de inclusién y exclusién Objetivo 2

El tamafo de la muestra que sera utilizado en este estudio estara conformado
aproximadamente por pacientes 785 pacientes quienes han recibido terapia
tripanocida en el Instituto Nacional de Salud, Instituto Colombiano de Medicina
Tropical, Secretaria de Salud de Boyaca y Secretaria de Salud de Casanare. De
acuerdo a las bases de datos, cada una de estas instituciones aglomera un niumero
aproximado de 400, 20, 120 y 125 pacientes respectivamente.

Criterios de Inclusién:
- Registros de pacientes adultos que hayan recibido
tratamiento tripanocida por diagndstico de enfermedad de
Chagas fase cronica.
- Registros de pacientes que tengan por lo menos un
control de seguimiento médico en donde se identificaron
sintomas relacionados con efectos adversos durante el
tratamiento: dias 20, 40 o 60.
- Registros de pacientes que tengan por lo menos en 1
control de seguimiento médico durante el tratamiento: dias 20,
40 o 60, con resultados de los siguientes examenes de
laboratorio (cuadro hematico, parcial de orina, pruebas de
funcion hepatica y renal).

Criterios de exclusién:
- Registros de pacientes con diagnéstico de enfermedad de
Chagas fase aguda.
- Registros de pacientes con edad menor a 18 afios.

Procedimientos para la recoleccion de informacién, instrumentos a utilizar y
métodos para el control y calidad de los datos Objetivo 2
En la seccién de tratamiento etioldogico de Ila historia clinica

sistematizada se registraran los efectos adversos a medicamentos
tripanocida previamente reconocidas en la literatura cientifica. Se
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realizaran procedimientos de evaluacion de la calidad del registro de la
informacion con la revision del 5% de las variables registradas al 30, 60
y 100% del registro de los datos, seleccionados de manera aleatoria.
Variables con errores superiores al 10% o errores superiores al 20% de
los datos registrados al momento del analisis obligaran a la revision de
la totalidad de la base. Se realizardn entrenamientos sucesivos a los
investigadores en la aplicacion de los formatos de recoleccion de la
informacién y se realizaran pilotos para el ajuste y resolucion de dudas
especificas en las variables del documento.

Dificultades y limitaciones del estudio Objetivo 2

En esta fase, la historia clinica sistematizada debe tener la informacion
necesaria para garantizar los datos requeridos. Hay riesgo de sesgo de
informacién, en la medida que efectos poco sintomaticos para los
pacientes, no estén registrados en las historias clinicas y no se pueda
valorar causalidad. Igualmente, puede encontrarse subregistro por
interrupcion del manejo por parte del paciente debido a los efectos
adversos. Ademas existe riesgo de sesgo por indicacién en el cual no
es claro como fue el proceso de la asignacién para la intervencion
farmacoldégica.

Plan de analisis de los resultados Objetivo 2

Una vez exportada la base y evaluada la calidad de los datos, se
realizara un analisis exploratorio de la informacién. Se obtendran
histogramas y box-plot para las variables continuas y graficos de barras
para variables categodricas. Las variables continuas seran descritas
como medianas y rango intercuartilico y las variables categéricas como
porcentajes. Se evaluaran las pérdidas de informaciéon para cada
variable, segun si son informativas o sugieren sesgo. Pérdidas de
informacién superiores a 20% en la variable implicara su exclusién del
analisis y evaluacion de sesgo de informacién. En pérdidas inferiores al
20% se evaluara la probabilidad de sesgo de informacién y en caso de
ameritarlo seran tratadas con estrategias de imputacién y analisis de
sensibilidad para las mismas.

Se empleara el software Stata 10.0 (StataCorp. 2007. Stata Statistical
Software: Release 10. College Station, TX: StataCorp LP.)

Métodos y modelos de analisis de los datos segun tipo de variables Objetivo 2

El analisis de la incidencia de los efectos adversos se realizara con
modelo de sobrevida actuarial libre de efectos adversos, por medio de
un grafico de Kaplan-Meier, que permitira modelar la ocurrencia de los
efectos adversos en el tiempo. Se obtendra un desenlace combinado
de efectos adversos ocurridos, asi como la modelaciéon de los diferentes
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efectos adversos observados. Posteriormente, para evaluar la
ocurrencia de los efectos adversos en relacion a variables de interés, se
aplicara la prueba de Long Rank y se obtendran Hazard Ratios por
medio del modelo de sobrevida de Cox, para identificar potenciales
factores de riesgo relacionados con los efectos adversos

Para evaluar causalidad se empleara la escala de Naranjo (WHO, 2003)
La severidad de los efectos adversos se evaluara segun la escala de la
Organizacién Mundial para la salud. (Coelho et al., 1999)

Justificacion del presupuesto solicitado para cada objetivo especifico:

Para el cumplimiento de este objetivo se contara con la participacion de
dos Médicos, entre ellos un Joven investigador. Realizaran la deteccion
y descripcion de los efectos adversos en los pacientes sometidos a
tratamiento.

Con el fin de recolectar informacion de pacientes se realizaran viajes a
los departamentos de Casanare y Boyaca, financiados por Colciencias.
Finalmente, se contara presupuesto para llevar a cabo la divulgacion y
publicacion de los resultados de la caracterizacion en eventos cientificos
y revistas cientificas.

METODOLOGIA OBJETIVO ESPECIFICO 3

Definicion operacional de las variables Objetivo 3:

Para determinar las variables del presente objetivo, sobre todo aquellas que
valoran los cambios en el tiempo del progreso clinico, se tendra en cuenta que
las variables del objetivo 1 que hacen referencia a clase funcional,
electrocardiograma, Holter, Ecocardiograma y clasificacién de cardiomiopatia
chagasica, seran evaluadas y registradas en la historia clinica sistematizada en
cada seguimiento anual.

Tipo de
Variable i TE Definicion operacional EHEL D Referencia
conceptual escala de
medicion
. Tiempo entre el fin de o
~ Tiempo contado a ) e Cuantitativa
Aios de . ! tratamiento hasta la valoracién .
. partir del fin del L Continua NA
seguimiento . de seguimiento. Expresado en .
tratamiento. afos De razén
Edad de Edad cumplida al Cuantitativa
. momento de recibir | Expresada en afios Continua NA
tratamiento P .
el tto etioldgico De razon
Tiempo de Numero de dias Cuantitativa
pe efectivos que tomé | Expresado en numero de dias. Discreta NA
tratamiento . .
medicamento De razén
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Cambios clinicos

Palpitaciones

Latido del corazén,
sensible e
incomodo para el
enfermo, y mas
frecuente que el

Entrevista clinica de seguimiento

normal. para definir:
Di Dificultad para - Ausencia
isnea . L .
respirar. - Mejoria (<frecuencia y o
X . Cualitativa
Malestar y dolor <intensidad) Ordinal Rosas et al,
sentido en el centro | - Empeoramiento 2002
del térax, (>frecuencia o >intensidad)
generalmente de
Dolor precordial tipo opresivo que
puede tener
irradiacion a cuello,
cabeza y brazos.
Clase funcional al seguimiento
Relacién entre la Valoracion clinica de , Villar JCI,
L A seguimiento anual afios, Cambio 2002
Variacion de la limitacion de . .
- L . en la CF asi: Cualitativa
clase funcional actividad fisica y la - .
X - Mejor6 CF Ordinal
NYHA presencia de - lqual CF
sintomas cardiacos 9 .
- Empeor6 CF
Cambio de Cambio de grupo segun AHA Viotti et al,
Y durante el seguimiento. I 2004
clasificacion "y e Cualitativa
. . . - Mejord clasificacién .
miocardiopatia ) Ordinal
AHA - lgual cIaS|f|ca(_:|.on _
. - Empeoré clasificacion
Clasificaciones que Cambio d ,
. establecen la amblo de grupo segun
Cambio de . Consenso de Brasil durante el Greenberg
iy relacion entre la - _
clasificacion resencia o seguimiento Cualitativa B & Kahn
miocardiopatia P ; - Mejord clasificacién Ordinal AM, 2011
. ausencia de e
Cons. Brasil. . . - lgual clasificacion
sintomas cardiacos . e
- Empeoro clasificacion
y los hallazgos de - -
i Cambio de grupo segun Andes
. normalidad o o
Cambio de . modificada durante el
ips s anormalidad en el _ . .
clasificacion ; seguimiento. Cualitativa Lauria et al,
. . . Electrocardiograma, o e .
miocardiopatia . - Mejoro clasificacion Ordinal 2000
Ecocardiograma o e
Andes Mod. . . - lgual clasificacion
la radiografia de . e,
t6 - Empeoro clasificacion
orax. Cambio de grupo segun
Cambio de ' de grup gun
ips s Kuschnir durante el seguimiento. o
clasificacion . o Cualitativa ;
. . . - Mejoro clasificacion . Marin-Neto
miocardiopatia ) Ordinal
. - lgual clasificacion et al, 2009
Kuschnir . e,
- Empeoro clasificacion
Numero de Cantidad de Promedio de I'1_osp|tal|za(~:|ones Cuantitativa
P DR de causa cardiaca por afio. .
hospitalizaciones | hospitalizaciones D inad | | Continua
| afio por afio eterminado en las consu tas De razon o
’ anuales de seguimiento. Viotti et al,
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Maniobras de

Necesidad de resucitacion
cardio-cerebro-pulmonar de

Resucitacion soporte vital " ; Cualitativa
. causa no traumética el algun o
cardio-cerebro- avanzado en un . Dicotémica
. momento del tiempo post- .
pulmonar. paro cardio- . Nominal
respiratorio tratamiento.
P Si—No
Cambios
ECG/Holter
Alteraciones .
. : Paciente con ecg normal que
Cambios electro compatibles con ) . .
. g Lo ; presenta cambios asociados a Cualitativa
cardiograficos en | cardiomiopatia o
. . enfermedad de Chagas durante Dicotémica
ECG previamente | Chagasica en ECG - X
> el seguimiento anual. Nominal
normal. previamente :
Si—No
normal.
Nuevas Paciente con ecg alterado para
Cambios electro alteraciones Chagas que evidencia nuevo Cualitativa
cardiograficos compatibles con alteracién durante el seguimiento | Dicotémica
nuevos. cardiomiopatia anual. Nominal
Chagasica. Si—No
Nuevas . .
) Paciente que muestra cambios o
. alteraciones A Cualitativa
Cambios en el : en Holter durante el seguimiento T
compatibles con Dicotémica
Holter Lo ; anual. X
cardiomiopatia : Nominal
. Si—No
Chagasica
Paciente presenta durante
. . seguimiento anual nuevo o
Taquicardia . . . Cualitativa
; Presencia nueva de | hallazgo de Taquicardia o
ventricular en . ; Dicotémica
TVS Ventricular Sostenida o No .
Holter. ) Nominal
Sostenida.
Si—No
Paciente con
enfermedad de Paciente con implantacién de
Implantacion de Chagas que dispositivo cardiaco que antes Cualitativa
dispositivo requiere no estaba indicado y en post Dicotémica
cardiaco. implantacion de tratamiento es necesario. Nominal
dispositivo Si—No
cardiaco.
Cambios Eco
Anormalidades Nueva§ Nuevo aneurisma ap|_cal 0 Cualitativa
alteraciones en la alteracion segmentaria de la o
nuevas de la ilidad de | ilidad del VI Dicotémica
ared del VI movriidad ge 1a moviidad det V. Nominal
P pared del VI. Si—No
Cambios en la Alteracion de la Incremento en la dimensién del Cualitativa
dimension VI en dimension del Vien | VI. Dicotémica
sistole. sistole. Si- No Nominal
. Incremento DVID >5mm/linea de
Cambios e : : o
. < . Alteracion de la base evidenciado durante el Cualitativa
dimension VI al . e . o
; dimension del VI al | seguimiento anual Dicotémica
final de la . . X
‘s final de la diastole. SI-No Nominal
diastole.
Cambios en la Alteracion en la FE | Disminucion de la FE >5% Cualitativa

2006

Petti et al,
2008.

Rassi A Jr.
et al, 2007

Bestetti,
2001

Lana et al,
2009.

Barbosa et
al, 2011

Mady C &
Nacruth R,
1995.

Fuentes et
al, 2012.

Mann. 2011
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Fraccion de Si—No Dicotémica
eyeccion FE. Nominal
Paciente con Paciente con criterios para
Necesidad de enfermedad de trasplante cardiaco que antes no | Cualitativa
Trasplante Chagas que estaba indicado y en post Dicotémica
cardiaco. requiere trasplante | tratamiento es necesario. Nominal
cardiaco. Si—No
Mortalidad
Durante el seguimiento hay Cualitati
. _ . ualitativa
Muerte subita Myerte repgntlna de | muerte subita en el paciente con Dicotémica
origen cardiaco. Chagas. Nomi
. ominal
Si—No
Muerte por Durante el seguimiento hay Cualitativa
Muerte por falla descompensacion muerte por falla cardiaca en el Dicotémica
cardiaca progresiva de la paciente con Chagas. Nomi
. : ; ominal
funcién cardiaca. Si—No
Laboratorio
PCR positividad Deteccion de ADN | Positivo / Negativo Cualitativa Aguiar, et
post-tratamiento | de T.cruzi en Dicotémica al,2012
(Retrospectivo) muestras de sangre Murcia et
de pacientes que al.,2010
han recibido Fernandes
tratamiento 1 a 11 et al.,2009
afios previos a la Braga et
realizacion de al., 2000
prueba. Lauria-
Pires et al,
2000
Britto et al.,
1999
Lana et
al.,2009
PCR Positividad Deteccion de ADN | Positivo/ Negativo Cualitativa Marin Neto
(Prospectivo) de T.cruzi  en Dicotomica et al, 2009
sangre en Fernandes
pacientes que han et al.,2009
recibido tratamiento Murcia et
en muestras al.,2010
recolectadas antes
del inicio y al final
del tratamiento (60
dias)yalos 6, 12y
24 meses finalizado
el tratamiento.
PCR Medicion de la | 0.0-1x 10° Cuantitativa Lauria-
Carga parasitaria | concentracion de Razon Pires et al,
(Retrospectivo) ADN de T.cruzi, | Clasificacion de carga 2000
equivalente al | parasitaria: Braga et
numero de al., 2000

parasitos por mL en
muestras de sangre

Baja >2 par/mL
Moderada < 10 par/mL
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de pacientes que
han recibido
tratamiento 1 a 11
afios previos a la

Alta > 10 Par/mL

realizacion de

prueba.
PCR Medicion de la | 0.0-1x 10° Cuantitativa Marin Neto
Carga parasitaria | concentraciéon  de Razon et al., 2009
(Prospectivo) ADN de T.cruzi | Clasificacion de carga

obtenido de | parasitaria:

muestras de sangre

de pacientes | Baja >2 par/mL

recolectadas, previa | Moderada < 10 par/mL

al inicio y al final del | Alta > 10 Par/mL

tratamiento (60

dias)yalos 6, 12y

24 meses finalizado

el tratamiento.
Tesablot Presencia de | Positivo/Negativo Cualitativa Machado
(Retrospectivo y | anticuerpos [e]€] Dicotémica de Asis et
Prospectivo) anti-T. cruzi en Nominal al., 2012

suero, detectados Bosseno et

por Western blot al., 2006

utilizando TESA

(antigenos de

secrecion y

excrecion obtenidos

mediante cultivo de

formas

Tripomastigotes de

T. cruzi). En

muestras

recolectadas al final

del tratamiento (60

dias)yalos 6, 12y

24 meses después

de finalizado el

tratamiento.
ELISA Presencia de | Positivo/Negativo Cualitativa Fernandes
Positividad anticuerpos IgG Dicotémica et al.,2009

anti-T. cruzi en Nominal Viotti et al.,

suero unidos al 2011

antigeno,

detectados

mediante

espectrofotometria
en muestras de
suero recolectadas
minimo 3 anos
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después de recibir
tratamiento.

ELISA Medida 0.0-2.5 Cuantitativa Fernandes

Absorbancia espectrofotométrica Intervalo et al.,2009
de anticuerpos IgG- Viotti et al.,
anti  T.cruzi en 2011
funcion de su
afinidad y
concentraciéon, en
muestras de suero
recolectadas
minimo 3  afos
después de recibir
tratamiento.

HAI Positividad Presencia de | Reactivo/No reactivo Cualitativa Fernandes
anticuerpos [e]€] Dicotémica et al.,2009
anti-T. cruzi en Nominal Viotti et al.,
suero, detectados 2011
mediante
aglutinacion, en
muestras de suero
recolectadas
minimo 3  anos
después de recibir
tratamiento.

IFI positividad Presencia de | Reactivo/No reactivo Cualitativa Fernandes
anticuerpos [e]€] Dicotémica et al.,2009
anti-T. cruzi en Nominal Viotti et al.,
suero, detectados 2011
mediante
fluorescencia, en
muestras de suero
recolectadas
minimo 3 afos
después de recibir
tratamiento.

IFI titulos Contenido de | 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,1/128, Cualitativa Fernandes
anticuerpos 19G | 1/256, 1/512,1/1024, 1/2048 Ordinal et al.,2009
anti-T.cruzi en Viotti et al.,
diluciones seriadas 2011

del suero que se
unen a una
cantidad estandar
de antigeno vy
determinan el nivel

en el cual se
produce la reaccién
positiva, detectada

por fluorescencia,
en muestras de
suero recolectadas
minimo 3 anos
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después de recibir
tratamiento.
Genotipificacion Determinacién del | DTU's: Cualitativa Zingales,
de T.cruzi contenido genémico | Tcl Politomica 2010 y
para clasificacién | Tcll Nominal 2012
de T.cruzi en | Tclll Ramirez et
Unidades de | TclV al., 2010
Tipificacion TeV Burgos et
Discretas en ADN | TcVI al.,2010
de T.cruzi obtenido
de pacientes que
han recibido
tratamiento 1 a 11
afios previos a la
realizacion de
prueba.
Genotipificacion Determinacién del | DTU's: Cualitativa Zingales,
de T.cruzi contenido genémico | Tcl Politomica 2010 y
(Prospectivo) para clasificaciéon | Tcll Nominal 2012
de T.cruzi en | Tclll Ramirez et
Unidades de | TclV al., 2010
Tipificacion TeV Burgos et
Discretas en ADN | TcVI al.,2010
de T.cruzi de
muestras
obtenidas previas al
inicio y al final del
tratamiento (60
dias)yalos 6, 12y
24 meses finalizado
el tratamiento.

Tipo de estudio y disefio general Objetivo 3

Cohorte prospectiva de pacientes con antecedente de tratamiento

farmacolégico por enfermedad de Chagas.

Los pacientes registrados

en la base de datos con este antecedente seran identificados por los
investigadores de este estudio. Quienes cumplan con los criterios de
inclusién y exclusion y previa obtencion del consentimiento informado
seran incluidos en esta fase del estudio, para ser interrogados, para
toma de muestras hematicas y examenes cardiolégicos.

Universo de estudio, seleccion y tamaifio de muestra, unidad de analisis y

observacion. Criterios de inclusién y exclusiéon Objetivo 3.

Para el desarrollo de este objetivo se realizara convocatoria de los 400 pacientes
tratados en el INS, se espera al menos lograr el 50% de la muestra (200 pacientes).
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Criterios de Inclusién:
- Pacientes adultos que hayan recibido tratamiento
tripanocida por diagnéstico de enfermedad de Chagas fase
cronica.
- Pacientes con seguimiento post
pertenezcan a la cohorte objeto de estudio.

tratamiento que

Criterios de exclusion:

- Pacientes que no presenten informacién completa que
permita el seguimiento (direccion, teléfono, etc.) en bases de
datos.

- Pacientes que no tengan resultados de examenes cardiacos
previos (antes de iniciar tratamiento)

Procedimientos para la recoleccion de informacién, instrumentos a utilizar y
métodos para el control y calidad de los datos Objetivo 3.

A los pacientes quienes cumplan con los criterios de Inclusion se les
realizara al momento del registro y luego anualmente valoracion clinica
para determinar la clase funcional de acuerdo a la clasificaciéon NYHA.
Ademas, valoracion con electrocardiograma/Holter y Ecocardiograma
para determinar cambios en el sistema eléctrico vy estructural del
corazon, respectivamente con periodicidad anual. De esta manera se
clasificaran de acuerdo a las escalas actuales que determinan la
evolucién de la cardiomiopatia chagasica, se usaran las clasificaciones
AHA (American Heart Association), Consenso de Brasil, Andes
modificada y Kuschnir. Todos los datos seran registrados en la historia
clinica sistematica.

Se llevara a cabo toma de muestras de sangre en tubo seco y en tubos
con EDTA, para realizar analisis serologicos (ELISA, IFI, HAl y TESA-
Blot) y moleculares (PCR), respectivamente. La primera toma de
muestra se realizara al momento de la inclusion luego a los seis meses
y posteriormente cada afio. (ver anexo 1y 2)

La informacion sera digitada en la historia clinica sistematizada. Se
realizaran entrenamientos sucesivos a los investigadores en la
aplicacion de los formatos de recoleccion de la informacién y se
realizaran pilotos para el ajuste y resolucién de dudas especificas en las
variables del documento. Se haran dos evaluaciones de la calidad de la
informacién registrada en los formatos, por medio de verificacion de una
muestra aleatoria del total de los formatos registrados, correspondiente
al 5% de las mismas. Errores superiores al 20% del total de variables
registradas obligaran a la revision del total de la informacion. Se
realizaran entrenamientos sucesivos a los investigadores en la
aplicacion de los formatos de recoleccion de la informacién y se
realizaran pilotos para el ajuste y resolucién de dudas especificas en las
variables del documento.
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Dificultades y limitaciones del estudio Objetivo 3

La principal limitacion de este estudio se relaciona con sesgo de
seleccion por parte de los sujetos elegibles al mismo, quienes pueden
no ser incluidos en el mismo debido al estatus vital potencialmente
relacionado con la misma enfermedad de Chagas. Habria que limitar
claramente el periodo transcurrido desde la ocurrencia de |la
enfermedad con el momento de esta entrevista para prever las pérdidas
debidas a fallecimientos o0 a la no localizacién de los sujetos del estudio.
Inhibicion de muestras: la adicién de clorhidrato de guanidina a la
muestra de sangre aunque es indispensable para su conservacion y
digestion proteica, eventualmente puede generar inhibicion del ADN
produciendo que en estas muestras no pueda realizarse la deteccion
del parasito.

Plan de analisis de los resultados Objetivo 3

A partir de la revision de la literatura cientifica se extrajeron variables
que permitieran la medicién, evaluacién y clasificacion de la tendencia
de respuesta al tratamiento.

Se contemplaran tres aspectos: parasitologico, seroldgico,
ecocardiografico y eventualmente clinico, con estos, se disefiara un
score para clasificar la tendencia de respuesta al tratamiento etioldgico
de la enfermedad de Chagas en fase cronica y de acuerdo a este se
catalogaran como:

A. Grandes Respondedores
B. Medianos Respondedores
C. No respondedores

Se empleara el software Stata 10.0 (StataCorp. 2007. Stata Statistical
Software: Release 10. College Station, TX: StataCorp LP.)

Métodos y modelos de analisis de los datos segun tipo de variables Objetivo 3

Para evaluar el rendimiento operativo del score generado, se realizara
una regresion logistica multivariada con las variables incluidas en el
score, con un numero especifico de pacientes a partir de la cual, por
medio de una curva ROC, se obtendra el rendimiento operativo que
dara informacion sobre validez y seguridad del mismo.

Una vez validado la escala se sometera a todos los pacientes incluidos
en este objetivo con el fin de determinar la respuesta al tratamiento
etioldgico.

CONSIDERACIONES ETICAS GENERALES

Durante el

desarrollo del estudio, se obtendra de los sujetos participantes,
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consentimiento informado de acuerdo a lo estipulado por el Centro Coordinador de
Datos y Muestras (CCDM), una copia del mismo sera entregada al paciente una vez
se obtenga.

Para garantizar la confidencialidad de la informacion registrada en la historia clinica
sistematizada, se generara una lista donde se codificara el registro de cada paciente.
La codificacion de los datos registrados en la base de datos limitara la
individualizacion de la informacién registrada en la misma. Igualmente, los
investigadores y digitadores firmaran tanto un acuerdo de confidencialidad, donde se
comprometen a no divulgar los datos relacionados con el estudio. La base de datos
sera de acceso restringido.

PRESUPUESTO GLOBAL

Contrapartida

Rubros Financiado | Ejecutora(s)| Otras Total
COSTOS
OPERATIVOS 1,000,000 1,500,000 2,500,000
EQUIPOS 151,740,000 66,000,000 217,740,000
EVENTOS
ACADEMICOS 4,000,000 2,000,000 0 6,000,000
GASTOS DE VIAJES 10,000,000 10,000,000 20,000,000
MATERIALES 85,359,600 40,000,000 125,359,600
PRESTACION DE
SERVICIOS
TECNICOS 2,000,000 0 0 2,000,000
PUBLICACIONES Y
PATENTES 5,000,000 0 0 5,000,000
RECURSO HUMANO
CIENTIFICO Y DE
APOYO 249,678,587 40,000,000 | 60,000,000 349,678,587
Totales 508,778,187 159500000 60000000| 728,278,187

JUSTIFICACION DEL PRESUPUESTO.
Para cumplir a cabalidad con los objetivos mencionados, se requiere un

equipo de recurso humano el cual consta profesionales en Medicina,
Bacteriologia y un auxiliar técnico en Enfermeria, financiados por
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Colciencias, quienes se encargaran de llevar a cabo la caracterizacion
de la cohorte de pacientes, su tratamiento etiolégico, efectos adversos y
respuesta terapéutica. Se realizaran viajes a los departamentos de
Casanare y Boyaca, con el fin de cumplir con los objetivos trazados en
pacientes presentes en dichos departamentos.

Se contara con una asesoria en Epidemiologia para realizar los analisis
de la informacién recolectada y se participara en un curso y una
capacitacion en técnicas moleculares de diagndstico y genotipificacion
de T.cruzi.

Se adquiriran equipos médicos (ecocardidgrafo, electrocardidgrafo,
tensiometro, fonendoscopio, balanza, entre otros), ademas material
tipografico (formatos solicitud de examenes, recetarios, etc) que
permitiran la atencion y valoracion cardiolégica de los pacientes.

Se compraran equipos de Biologia molecular (Robot para extraccion de
ADN y Nanodrop) para extraccion y cuantificaciéon de ADN, diagndstico
molecular, determinacion de carga parasitaria y genotipificacion de
T.cruzi. Adicionalmente, se compraran reactivos (Kits, iniciadores,
sondas, dNTPs, entre otros) necesarios para ejecutar pruebas
moleculares (PCR-RT) y pruebas seroldgicas (ELISA, HAI, IFI y TESA-
blot).

Finalmente, se destinara presupuesto para llevar a cabo la divulgacion
de los resultados de la caracterizacion en dos eventos cientificos
nacionales, aun no definidos, dos publicaciones en revistas indexadas,
aun no definidas. En cada uno de los eventos cientificos participaran 2
personas.

PRODUCTOS ESPERADOS (Entregables y fechas de entrega)

RESULTADO/PRODUCTO
ESPERADO

FECHA DE ENTREGA
DEL PRODUCTO

ENTREGABLE

Estudiante de maestria en ciencias

Certificacion de la

biolégicas o salud publica. Mes 36 de 36 Institucion Educativa
Estudiante de medicina encargado de Certificacion de la
o o gy Mes 36 de 36 o, .
transcripcion de historias clinicas. Institucion Educativa
Articulo en revista acerca de la utilidad Carta o correo
) electrénico de
de métodos moleculares en el s
) . Mes 30 de 36 aceptacion de la
diagndstico de la enfermedad de T
Chagas publicacion en una
' Revista Indexada
Articulo acerca de caracterizacion de Carta o correo
cohorte de pacientes su tratamiento electronico de
Mes 30 de 36 aceptacion de la

etiolégico, efectos adversos y
respuesta terapéutica.

publicacion en una
Revista Indexada
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Ponencia acerca de los hallazgos
sobre respuesta al tratamiento Mes 12 de 36
etiolégico para enfermedad de Chagas

Constancia de
presentacion de
resultados

Ponencia acerca de los resultados en

Constancia de

cuanto a caracterizacion clinica y RAM Mes 24 de 36 presentacion de
resultados
L . . .- Historia clinica
Estandarizacion de historia clinica Mes 6 de 36 unificada y

unificada y sistematizada

sistematizada

Caracterizacion cohorte de pacientes Mes 18 de 36

Informe detallado de
caracterizacion de
pacientes

Estandarizacion de pruebas

Protocolo de

Mes 18 de 36 estandarizacion de
moleculares
pruebas moleculares
Informe detallado de
resultados y analisis
Evaluacién postratamiento Mes 24 de 36 de variables que

permiten realizar
evaluacion
postratamiento

CRONOGRAMA DEL PROTOCOLO (Actividades con fechas estimadas).

Actividad MM/AAAA
Revision bibliografica Continua
Desarrollo y aprobacion avales institucionales cientificos y

" . . 11/2012
éticos para la ejecucion del protocolo

Preparacion de infraestructura 12/2012
Organizacién de historias clinicas 12/2012
Seleccién de pacientes 12/2012
Recoleccién de datos y muestras 01/2013
Analisis de pruebas de laboratorio 02/2013
Analisis de datos 06/2013
Informes preliminares 07/2013
Presentacion en evento cientifico 2013 - 2014
Sometimiento de manuscrito revista indexada 2014
Informe final 2014
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2.

ANEXO 1.

METODOS SEROLOGICOS.
PROTOCOLO PARA TOMA, IDENTIFICACION, CONSERVACION y
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA PRUEBAS SEROLOGICAS DE
ENFERMEDAD DE CHAGAS

. Obtencién de muestras de suero para pruebas parasitologicas

* Por puncion venosa tomar 5 ml de sangre sin anticoagulante.

* Dejar retraer el coagulo a temperatura ambiente por 30 minutos.

* Centrifugar a 1.500 r.p.m. durante 10 minutos.

* Separar el suero en tubo o en un vial con tapa.

* Identificar el vial con los datos del paciente y el cdédigo correspondiente.

Obtencidén de antigeno de T. cruzi para IFI:

Para obtener el antigeno de T.cruzi es necesario ejecutar el protocolo descrito a
continuacion:

* Tomar cepas de T.cruzi (epimastigotes) puras, obtenidas de cultivo en fase
logaritmica de crecimiento.

* Filtrar el cultivo, en condiciones de completa asepsia utilizando gasa estéril.

* Centrifugar el sobrenadante producto de la filtracién del cultivo, en tubo de
polipropileno graduado de 50 mL, por 20 minutos a 3.000 £ 500 r.p.m.,
descartar el sobrenadante con pipeta pasteur y lavar 4 veces con PBS pH
7.2+0.4 estéril o solucion salina estéril al 0.85%. El sobrenadante del primer
lavado debe centrifugarse y lavar con PBS pH 7.2+0.4 estéril o solucion salina
estéril al 0.85%.

* Posterior a el ultimo lavado, resuspender el sedimento en Formol 1% y dejar
18 horas a 4 £2°C

* Centrifugar 20 minutos a 3.000 £ 500 r.p.m .y lavar sedimento 3 veces con
PBS pH 7.2+0.4 estéril o solucion salina estéril al 0.85%.

* Llenar el tubo graduado que contiene el sedimento con el antigeno con
aproximadamente 45 ml de PBS pH 7.2+0.4 estéril o solucién salina estéril al
0.85%, homogenizar perfectamente en agitador de Mazini 50+5 rpm y proceder
a realizar el recuento de parasitos contenido en la alicuota, colocando una gota
de la suspension (10uL) en la lamina fluorescencia de 18 pozos y observar en
el Microscopio 6ptico con objetivo de 40X.

* Buscar que la concentracion de parasitos en la suspension final del antigeno
contenga un promedio de 20 a 30 parasitos por campo en objetivo de 40X.
Para diluir con PBS pH 7.2+0.4 estéril o solucion salina estéril tanto como sea
necesario, para obtener la concentracion anteriormente mencionada.

* Distribuir la suspension de antigeno convenientemente diluido, colocando
aproximadamente 0.01 mL +£0.001 mL (10+1 ul) en cada pozo de la lamina para
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IFI. Durante todo el proceso de dispensacion la suspensidon antigénica debe
agitarse constantemente para evitar la sedimentacion de los parasitos vy
distribuir con jeringa de insulina que tenga aguja recortada o con
multirepetidora que proporcione el volumen mencionado, a razén de una gota
(10+1uL) por circulo.

* Secar las laminas por 15 minutos a temperatura ambiente y luego colocarlas
en Incubadora a 37+1°C por 30 minutos

* Retirar de la incubadora, dejar a temperatura ambiente por 10 minutos y
empacar en paquetes de cinco (5) laminas en papel milano, teniendo cuidado
al manipular la superficie de la lamina que contiene el antigeno.

* Almacenar las laminas de antigeno en bolsas de cierre hermético, que
contengan silica gel para evitar la humedad, marcadas en su parte externa con
un rétulo que contenga: la identificacion del antigeno, fecha, niumero de lote y
cantidad de laminas contenidas en la bolsa.

* Colocar las bolsas en un recipiente de cierre hermético que es sellado con
cinta de enmascarar y también identificado con los datos antes mencionados,
los cuales son almacenados en el Revco a -70° C, 30+2° C o en el cuarto frio
-18+2°C.

Obtencidén de antigeno De T. cruzi para ELISA

* Tomar cepas de T.cruzi (epimastigotes) puras, obtenidas de cultivo en fase
logaritmica de crecimiento.

* Concentrar el cultivo transvasandolo a tubos Falcon de 50 ml y centrifugar a
4°C, 3.000 r.p.m. durante 20 minutos.

* Descartar el sobrenadante de cada uno de los frascos con pipeteador, para
conservar la mayor cantidad de parasitos.

* Lavar el sedimento tres (3) veces con Solucion Salina al 0.85 % durante 20
minutos a 4°C y 3.000 r.p.m, tener en cuenta que se debe descartar el
sobrenadante como en el paso anterior.

* Pesar en balanza analitica todos los tubos Falcén vacios con tapa, que
seran usados para liofilizacion.

* Agrupar el sedimento obtenido de los lavados de todos los frascos Falcon
en uno solo 6 en un numero adecuado de frascos previamente pesados
dependiendo de la cantidad de sedimento obtenido, adicionar a cada uno
de ellos 2 ml de Solucién salina al 0.85 % vy llevarlo a congelacién por 18
horas a -70°C.

* Liofilizar los sedimentos y recoger la totalidad del liofilizado, raspando las
paredes del tubo con espatula y pesarlo. Obtener el peso final por
diferencia del peso obtenido del tubo Falcon con el liofilizado menos el peso
del tubo Falcon vacio.

* Reconstituir el sedimento con Solucion Salina al 0,85% a 4°C con un
volumen correspondiente a la décima parte. Es decir, el peso final en
miligramos se divide entre 10.

* Seguidamente sonicar tres veces a 20 KHz durante 15 segundos, teniendo
en cuenta de utilizar una cubeta de hielo para mantener la red de frio.
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* Posteriormente para completar la fragmentacién del antigeno llevar la
preparacion a nitrogeno liquido (-196° C) durante 9 veces, teniendo en
cuenta de asegurar el tubo Falcén con una cuerda triple, de tal forma que el
nitrogeno no la pueda romper. En cada uno de estos pasos dejar
descongelar totalmente la preparacion y luego si introducirla en la bombona
de nitrégeno liquido.

¢ Finalmente distribuir en alicuotas de 150 ul, determinar su concentraciéon de
proteinas por el método de Bradford y marcar cada una de las alicuotas con
la fecha de preparacion y su concentracién de proteinas.

* Almacenar los viales obtenidos a —20° C.

4. Prueba IFl para determinacion de anticuerpos IgG anti-T.cruzi

* Rotular las microplacas de fondo en U con los numeros correspondientes a las
muestras a procesar (8 muestras por microplaca).

e Agregar un volumen (20ul 6 25ul) de PBS pH 7.2 en todas las celdas de la
microplaca.

* Agregar (20ul 6 25ul) de las muestras incluyendo inicialmente los sueros
controles internos de referencia (+) y (-). Posteriormente agregar el mismo
volumen de cada una de las muestras de suero a procesar.

* Mezclar completamente y preparar las diluciones seriadas al doble por
transferencia de (20ul 6 25ul..) a cada pozo sucesivo. Descartar el volumen
final (20ul 6 25ul..) de la ultima dilucién. Obtendremos las diluciones (1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048...) de la siguiente
forma:

* Diluciones

+ ) () S1 S2 S3....
1/2 1§OOOOOOOO
2 o o o o O O O O
14 3 .O O O O O O O O
4 .O O O O O O O O
s .O O O O O O O O
& .O O O O O O O O
7 o o o o O O O O
.60 O O O O O O O
1/2048 9 O O O O O O O O
w&O O O O O O O O
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Preparar las laminas portadoras del Ag hasta que alcancen la temperatura
ambiente. Roturarlas con el numero del cédigo de las muestras.

Dispensar 12 ul de cada una de las diluciones realizadas sobre los pozos de
las laminas de Ag. Empezar de la mas diluida (1/2048) a la mas concentrada
(1/8).

FIN &——— 1 INICIO
A

1/8 - 1/16 - 1/32 - 1/64 - 1/128 -1/256

OO0 0 0 0 O

No 1

Colocar las laminas en camara humeda a 37° C de 45 - 60 minutos en posicién
perfectamente horizontal evitando movimientos bruscos.

Lavar cada lamina con PBS pH 7.2, utilizando un frasco lavador.

Lavar las laminas en PBS pH 7.2 por 5 minutos por inmersion, utilizando
cubetas de coloracion y rotacion suave. Este paso debe realizarse 2 veces.
Dejar secar las laminas a temperatura ambiente o utilizando un ventilador
suave. No utilizar calor

Prepara el conjugado previamente titulado y cubrir las areas circulares de las
laminas con 12 ul de conjugado anti- IgG, diluido en Azul de Evans 1:1.000.
Incubar nuevamente las laminas en camara humeda a 37° C por 45 - 60
minutos.

Lavar cada lamina con PBS pH 7.2, utilizando un frasco lavador.

Lavar las laminas en PBS pH 7.2 durante 5 minutos por inmersién, utilizando
cubetas de coloracion y rotacion suave. Este paso debe realizarse 2 veces.
Realizar un ultimo lavado con agua destilada por 5 minutos por inmersion,
utilizando cubetas de coloracion y rotacion suave.

Secar las laminas con aire comprimido muy suavemente, con ventilador o
dejarlas secar espontaneamente (no exponer a la luz para evitar pérdida de

fluorescencia) y agregarles 1 gota de glicerina bufferada pH 9.0.
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5.

Colocar laminillas de 22 x 60 mm para cubrir completamente cada uno de los
pozos de la lamina.

Observar al microscopio de fluorescencia con objetivo de 40X.

Lectura : Siempre se debe montar la reaccidén con un suero control positivo, un

suero control negativo y un control de PBS pH 7.2

o Reaccidén positiva: Los parasitos se observan de color verde manzana
brillante tanto el cuerpo como los flagelos.
o Reacciéon negativa: Los parasitos se observan de color rojo ladrillo
opaco, sin fluorescencia.
o Control de PBS pH 7.2: Los parasitos se observan de color rojo.
Interpretacion de la técnica: Se considera como positivo para enfermedad de

Chagas un titulo mayor o igual a 1/32.

Técnica ELISA para la determinacién de anticuerpos IgG anti-T cruzi

Para realizar las pruebas de ELISA para diagnéstico de T.cruzi, es necesario llevar a
cabo los siguientes procedimientos:

Sensibilizacién del antigeno. Adicionar en cada uno de los pozos un volumen
de 100ul de antigeno en concentracion 6ptima, incubar por 3 horas en camara
hiumeda a 4°C. Posteriormente, realizar tres lavados en el lavador de
microplacas, utilizando la tarjeta de 4 lavados x 12. De una u otra forma, los
lavados se deben realizar con solucion de trabajo PBS-Tween. 0.1 M pH 7,4
para eliminar restos del antigeno aplicado y evitar un cambio de pH en la
reaccion.

Antigeno de concentracion antigénica é6ptima o de trabajo: Realizar
dilucién en buffer carbonato 0.05 M pH 9.6, cuya funcién principal es
estabilizar el antigeno en la dilucién éptima de trabajo. Esta concentracion para
la técnica de Tripanosomiasis es de 7,5 ug/mi

Adicion de la muestra. Agregar 100 ul de la dilucion 6ptima de cada una de
las muestras de los pacientes en estudio y los respectivos controles conocidos.
Dejar 2 horas de incubacion en camara humeda a temperatura ambiente.
Realizar los lavados de la placa de la misma forma como se describié en el
numeral 1

Diluciéon éptima de la muestra: Las muestras problemas deben ser diluidas
de la 1:1000 (10 ul de muestra en 10 ml de buffer PBS-Tween). Cada muestra
en su dilucioén respectiva debe procesarse por triplicado.
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Adicion del conjugado. Adicionar 100 ul de la diluciéon 6ptima del conjugado
anti - IgG ligado a fosfatasa alcalina en cada uno de los pozos. Incubar por 18
horas en camara humeda a 4 °C y posteriormente, realizar tres lavados como
se indico antes.

Diluciéon éptima del conjugado (anti - IgG humana unido a fosfatasa
alcalina). El conjugado utilizado (anti - IgG humana unido a fosfatasa alcalina
comercial) se debe titular previamente para obtener la dilucion éptima de
trabajo. Esta titulacion se realiza con controles de referencia conocidos,
teniendo en cuenta de utilizar titulos desde 1:1000 hasta 1:12000. Las
diluciones se realizan en Buffer PBS-Tween.

Adicion del sustrato cromogénico. Adicionar 100 ul de la dilucidon del
sustrato (Para-nitro-fenil-fosfato — Dietanolamina) e incubar en camara humeda
por 30 minutos a temperatura ambiente.

Interrupcion de la reaccion. Detener la reacciéon con 25 ul de hidréxido de
sodio (NaOH) 3 M. El hidroxido de sodio también proporciona a la reaccion
inmunoenzimatica un aumento de la intensidad y estabilidad del tono amarillo
que le confiere el cromégeno a la reaccion.

Lectura: Realizar la lectura de la densidad éptica de cada una de las muestras,
para lo cual se utiliza un fotocolorimetro Multiskan a una longitud de onda de
405 nm. La muestra restante luego del procesamiento de la misma sera
manejada asi: 0+4°C por 5 dias a -18+2 °C (cuarto frio) temperatura donde se
encuentra el banco de muestras

Preparacion de Controles

* Controles Internos: Se utilizaran los siguientes controles internos:

Blanco de reactivos: con cada lote de muestras deben analizarse un blanco de
reactivos en los cuales la muestra es reemplazada por un volumen equivalente
de conjugado. Este blanco debe ser procesado de igual forma que las
muestras.

Control de antigeno: con cada lote de muestras deben analizarse un control de
antigeno en los cuales la muestra es reemplazada por un volumen equivalente
de antigeno. Este blanco debe ser procesado de igual forma que las muestras.
Control de muestras: para validar la prueba, con cada lote de muestras debe
determinarse simultdneamente cuatro controles de referencia de muestras de
suero de densidades opticas conocidas (dos positivas y dos negativas), cuatro
de liquido cefalorraquideo (dos positivos y dos negativos), cuatro de papel filtro
(dos positivas y dos negativas) o cuatro de humor vitreo (dos positivas y dos
negativas), dependiendo del montaje que se vaya a realizar. El registro de los
resultados de estos controles se lleva a cabo en la tabla de trazabilidad
ubicada en el los cuaderno de trabajo correspondientes a cada patologia, de
acuerdo con las instrucciones del lomo.
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e Control Externo: La exactitud de la prueba de ELISA para
cisticercosis y tripanosomiasis se evalua con el Control de Calidad
Externo Nacional, con una frecuencia de dos evaluaciones anuales.
Para IFI Chagas también se cuenta con un Control de Calidad
Externo Internacional, también con una frecuencia de dos
evaluaciones anuales, tal como se evidencia en los reportes.

* Interpretacion de los resultados
Las densidades oOpticas o absorbancias de muestras de suero menores al punto de

corte (0,300) son consideradas como negativas y las absorbancias mayores o iguales
a este punto, son consideradas como positivas.

6. Técnica HAI para la determinacién de anticuerpos IgG anti-T cruzi
Se realizara la prueba de HAI mediante el uso del Kit Chagatest.(Wiener Lab)
7. Técnica TESA-BLOT para la determinaciéon de anticuerpos IgG anti-T cruzi

Se realizara mediante el uso de la prueba comercial TesaBlot(Enfermedad de
Chagas), comercializada por Biomeriux.
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ANEXO 2.

METODOS MOLECULARES.

PROTOCOLO PARA TOMA DE MUESTRA, CONSERVACION Y PROCESAMIENTO
DE PRUEBAS MOLECULARES PARA DETECCION DE Trypanosoma cruzi

A.

TOMA DE MUESTRA DE SANGRE

Ubicar el paciente en una posicion cémoda para la toma de muestra

Marcar y rotular con los datos del paciente y el codigo correspondiente.
Inspeccionar la vena que se va a puncionar.

Realizar asepsia con alcohol sobre el sitio de la puncion.

Colocar el torniquete con suficiente tension sin excederse

Realizar la puncion sobre la vena

Tomar primero la muestra de sangre en tubo seco tapa amarilla.

Tomar dos tubos con EDTA tapa lila de 10 ml.

Indicar al paciente que debe hacer presion en el sitio punzado y colocar
algodon sobre la herida de la puncién.

Nota: Es indispensable tener en cuenta las normas de Bioseguridad y barreras de
proteccidén necesarias durante el proceso de toma de muestra.

B.

CONSERVACION DE LA MUESTRA DE SANGRE PARA PCR

Tomar los dos tubos tapa lila y mezclar la sangre en un tubo falcén de 50ml.
Anadir volumen igual al obtenido de clorhidrato de guanidina 6M-EDTA 0.2M
Mezclar durante 15 minutos por agitacién suave

Conservar las muestra a temperatura ambiente hasta la extraccion de ADN.

Nota: Si la extraccion de ADN es posterior a seis meses se debe refrigerar la muestra

a4°C.

C.

PREPARACION DE CLORHIDRATO DE GUANIDINA

Pesar 22,33 g de EDTA 0,2M.

Agregar agua destilada hasta 300 ml.

Agitar hasta disolver completamente.

Agregar 10 perlas de hidréxido de sodio y 286,52 g de clorhidrato de guanidina 6M.
Completar con agua destilada hasta 500 ml.

Cuadrar pH a 8.0 con hidréxido de sodio al 40 %.

Esterilizar a 15 libras de presién (121°C) durante 15 minutos

Dejar enfriar y almacenar en nevera a 4°C
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D. CONTROLES

1. CEPAS CONTROL

Utilizar las siguientes cepas control:

DTU Tcl: CG
DTU Tcll: PG98
DTU Tclll: CM17
DTU TclV: CANIII

DTU TcV: MNcl 2
DTU TcVI: Cl Brener

. CONTROL INTERNO DE AMPLIFICACION

Para mejorar la precisiéon de la cuantificacion se incorporara al ensayo un
plasmido recombinante lineal como estandar interno (IAC) que se agrega a la
muestras de sangre original y se utiliza para normalizar el valor crudo de la
carga parasitaria, segun el rendimiento de la extraccién de ADN de la muestra
sanguinea y la eficiencia de amplificacién (Duffy et al., 2009).

. CONTROLES DE EXTRACCION Y DE REACCION

Al realizar la extraccién de ADN se utilizara como control de extraccion agua en
lugar de muestra.

Para todas las reacciones de PCR se utilizara como control negativo ADN
obtenido de pacientes sanos, como control blanco se usara agua en lugar de
ADN. Adicionalmente, se sometera a amplificacion el control de extraccion.

. EXTRACCION DE ADN DE CONTROLES

. Contaminar muestras de sangre en clorhidrato de guanidina de un paciente
control sano con 10° parasitos (epimastigostes de las cepas utilizadas como
control) y realizar diluciones seriadas, antes de la extraccion de ADN.

. Realizar extraccion de ADN de cada una de las diluciones de sangre
contaminada con parasitos mediante el kit comercial (High Pure PCR Template
preparation Kit, Roche Applied Science) 6 por extraccion automatizada.

. Realizar diluciones seriadas de las diluciones de ADN extraido en el paso 2.

. Realizar extracciéon de de ADN de cepas control de T.cruzi obtenidas de cultivo
en medio BHI en fase logaritmica de crecimiento.
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F. EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS

G.

. Realizar extraccion de ADN de cada de sangre en clorhidrato de guanidina 6M

mediante el kit comercial (High Pure PCR Template preparation Kit, Roche
Applied Science) 6 por extraccion automatizada.

AMPLIFICACION DE ADN MEDIANTE PCR-RT CON SONDAS Taq-Man

Los ensayos de PCR se realizaran en el termociclador ABI Prism 7500 Fast System y
el analisis de los resultados se realizara mediante el software Software High
Resolution Melt (HRM) v3.0. El procedimiento para la amplificacion y cuantificacion de
ADN de T.cruzi se describe a continuacion:

1.

2.

3.

4.

Para un volumen final de 20ul, realizar la mezcla de reaccion anadiendo 10 ul
de Master Mix Tagman, 2 ul de ADN vy los iniciadores cruzi1/cruzi2 y la sonda
cruzi 3, para amplificacion de ADN nuclear y los iniciadores KDNA Fw/kDNA Rv
y la sonda KDNA P, para amplificacion de ADN de Kinetoplasto (Moreira et al.,
2012). Los programas de ciclaje asi como las secuencias se relacionan en la
Tabla 1.

Anadir a la mezcla de reaccién 2 ul de las diluciones de ADN extraido de las
cepas control mencionadas previamente realizar curvas de amplificacion desde
1 parasito/mL hasta 10° parasitos/mL.

Anadir a la mezcla de reaccion 2 ul de las diluciones de ADN extraido de la
Cepa CG de Tcl realizar curva estandar para cuantificacion desde 102 a 10°
parasitos/mL.

Anadir a la mezcla de reaccion 2 ul de ADN obtenido de las muestras de
pacientes con enfermedad de Chagas y realizar deteccién y cuantificacion de
T.cruzi.

Primers Secuencia Programa de
Ciclaje

cruzi 1 ASTCGGCTGATCGTTTTCGA 50 °C x 2 min.
(Forward) 95 °C x 10 min.
cruzi 2 AATTCCTCCAAGCAGCGGATA
(Reverse) 40 ciclos :
cruzi 3 FAM-CACACACTGGACACCAA-NFQ-MGB 95 °C x 15 min.
(Sonda) 58 °C x 2 min.
kDNA Fw GGGCGTTCAAATTTTG 50 °C x 2 min.
(Forward) 95 °C x 10 min.
kDNA CAATCGAACCCCACCT
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Rv(Revers 40 ciclos :

e) 95 °C x 15 min.
kDNA P FAM-TCATGCATCTCCCCCGTACATTATTT- 60 °C x 2 min.
(Probe) TAMRA

IACTq VIC-AGCATCTGTTCTTGAAGGT-NFQ-MGB

H. GENOTIPIFICACION DE T.cruzi

La Genotipificacion en sus seis DTU, se realizara mediante los algoritmos
propuestos por Ramirez et al., 2010 y Burgos et al., 2010. Utilizando como
marcadores moleculares: SL-IR, 24Sa-rDNA y A10, cuyas secuencias de
iniciadores se relacionan en la Tabla 2 y en la Figura 1..

Tabla 2. Iniciadores para genotipificacion.

Marcador Molecular Primers

SL-IR TCC: CCC CCC TCC CAG GCC ACACTG
TC1: GTG TCC GCC ACC TCC TTCGGG CC
TC2 : CCT GCAGGC ACACGT GTGTGT G

24Sa-rDNA D71: 5-AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG-3
D72: 5-TTT TCA GAATGG CCG AAC AGT-3

A10 Pr1: CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA
P6 GTGATCGCAGGAAACGTG
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Figura 1. Algoritmo de marcadores moleculares para genotipificaciéon
(Modificado por Ramirez JD, 2013, a partir de Ramirez et al., 2010).
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