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Sensibilidad al benzonidazol de cepas de Trypanosoma cruzi
sugiere la circulacion de cepas naturalmente resistentes
en Colombia
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Introduccién. La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, es uno de los problemas mas
graves de salud publica en el continente americano. El benzonidazol es uno de los dos medicamentos
utilizados para tratar la enfermedad de Chagas. Sin embargo, la variacién de la sensibilidad del parasito
a este medicamento es una de las principales causas del fracaso del tratamiento.

Objetivo. Evaluar la sensibilidad in vitro al benzonidazol de cepas colombianas de T. cruzide diferentes
origenes y procedencia geografica.

Materiales y métodos. Treinta y tres cepas colombianas de T. cruzi aisladas de humanos, vectores
y mamiferos, se analizaron in vitro mediante el micrométodo enzimatico de MTT para determinar la
concentracion inhibitoria 50 (Cl,;) al benzonidazol. Se estudio la correlacion entre la sensibilidad in
vitro al medicamento y diferentes parametros biolégicos y eco-epidemiolégicos.

Resultados. El andlisis de sensibilidad al medicamento indic6 que el 36 % de las cepas eran sensibles,
el 48 %, parcialmente resistentes y, el 16 %, resistentes al benzonidazol. Los andlisis de correlacion
entre las Cl , con algunos parametros biologicos y eco-epidemiolégicos, mostraron diferencias en
cuanto a la sensibilidad segun el origen biol6gico y el area geografica de procedencia de la cepa.
Conclusiones. Existe una gran variabilidad en cuanto a la sensibilidad al benzonidazol de las cepas
circulantes de T. cruzi en Colombia, lo cual sugiere la presencia de cepas naturalmente resistentes en
el pais.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas/terapia, inmunidad innata, Colombia.
Trypanosoma cruzi strains resistant to benznidazole occurring in Colombia

Introduction. Chagas disease caused by Trypanosoma cruziis one of the most serious public health
problems in the Americas. Benznidazole is one of two drugs used to treat Chagas’ disease. However,
the variation in susceptibility of the parasite to this drug is one of the main causes of treatment failure.
Objective. The in vitro susceptibility to benznidazole was assessed in Colombian strains of T. cruzi
from several sources and geographical regions.

Materials and methods. Thirty-three Colombian T. cruzi strains were isolated from humans, vectors
and mammals. These were analyzed in vitro by the MTT enzymatic micromethod to determine the IC,;
to benznidazole. Additionally, the in vitro susceptibility was correlated with several biological and eco-
epidemiological parameters.

Results. Thirty-six percent of the strains were considered to be sensitive, 48% partially resistant, and
16% were resistant. Correlations between the IC,, and several biological and eco-epidemiological
parameters indicated that differences in susceptibility depended on the biological source and
geographical origin of the strain.

Conclusions. A high degree of variability exists in the susceptibility to benznidazole of T. cruzi strains
in Colombia. The distribution data indicate the presence and circulation of naturally resistant strains.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease/therapy; immunity, innate; Colombia.
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La enfermedad de Chagas, causada por el
parésito Trypanosoma cruzi, afecta, al menos,
7'694.500 personas de diferentes regiones del
continente americano, con, aproximadamente,
70 millones en riesgo de contraer la infeccion y
causa cerca de 45.000 muertes anuales (1,2).
En Colombia, se estima que cerca del 5 % de la
poblacion se encuentra infectada con el parasito
y, aproximadamente, el 11 % esta en riesgo de
contraer la infeccion (3,4).

En la actualidad no existe vacuna para prevenir la
infeccion y la quimioterapia esta restringida a dos
compuestos nitroheterociclicos: el benzonidazol
(N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) y el nifurtimox
([8-metil-4-(nitrofurfurilidenamina)-tetrahidro-4H-
1,4-tiazina-1,1-didxido]). Sin embargo, la efectividad
del tratamiento puede verse afectada por algunos
factores, tales como: 1) fase de la enfermedad,
con 70 % de los pacientes considerados recupe-
rados en la fase aguda y sélo 20 % en la fase
crénica; 2) estado fisiolégico, inmunolégico y
edad de los pacientes; 3) efectos colaterales de
los medicamentos; 4) falta de cumplimiento del
tratamiento, y 5) la expresion de resistencia a estos
compuestos por parte del parasito (5-8).

Laresistenciapuede clasificarse endos tipos, segun
los mecanismos mediante los cuales se expresa o
surge: la intrinseca (natural o de novo), relacionada
con la capacidad natural de los organismos para
resistir a la quimioterapia inicial, y la adquirida, que
se presenta cuando un organismo es inicialmente
sensible a un medicamento y luego se vuelve
moderado o fuertemente resistente al tratamiento
por presiones con el compuesto (9-11).

Para T. cruzi se han descrito estos dos tipos de
resistencia, lo que representa un gran problema
de salud publica, puesto que la resistencia a
medicamentos es uno de los principales obstaculos
para la efectividad de los tratamientos, prevencion
y erradicacion de las enfermedades parasitarias
humanas. Algunos trabajos reportan que 27 %
de las cepas de T. cruzi aisladas de diferentes
origenes biolégicos y geogréficos, poseen
resistencia natural al benzonidazol y al nifurtimox,
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con porcentajes de curacion menores de 50 %
en ratones, a pesar de nunca haber estado en
contacto con estos medicamentos (8). Ademas, se
reporté que es posible inducir resistencia en este
parasito, tanto in vitro como in vivo, por presiones
continuas con estos medicamentos (12-15), lo cual
genera poblaciones resistentes a concentraciones
de benzonidazol de hasta 220 pM (15), y se han
propuesto algunos genes involucrados en el
surgimiento del fenotipo de resistencia a este
medicamento (12,13,16-21). A la fecha, no se han
podido correlacionar los mecanismos moleculares
involucrados entre estos dos tipos de resistencia
(16-21), ni tampoco la resistencia con otros
parametros bioldgicos, genéticos o bioquimicos de
T. cruzi (22,23).

En Colombia, el benzonidazol es uno de los
tratamientos aprobados desde 2002 para tratar
los pacientes infectados con T. cruzi (24,25).
Aunque, son pocos los estudios llevados a cabo
para determinar la efectividad del tratamiento
en pacientes colombianos, en el 2005, Guhl, et
al., evaluaron la efectividad del tratamiento en
escolares de 27 veredas, de tres municipios del
departamento de Boyacd, y encontraron que existia
una rapida conversién serologica a negativa en
75 % de los pacientes, en contraste con los bajos
porcentajes de curacion reportados en otras partes
del continente (24). En este sentido, estos autores
evidenciaron la necesidad de realizar estudios in
vitro e in vivo de la sensibilidad al benzonidazol
de cepas colombianas de T. cruzi, para demostrar
que las cepas circulantes en los paises andinos,
tienen una mayor sensibilidad al tratamiento con
benzonidazol que las cepas de los paises del
Cono Sur y Bolivia. Estos estudios son de gran
importancia para el tratamiento de esta parasitosis,
porque permitirdn en un futuro orientar a los
organismos de salud sobre las dosis que se deben
utilizar en pacientes o regiones determinadas, para
evitar el surgimiento de la resistencia.

En el presente trabajo se evalu6 la sensibilidad
al benzonidazol de 33 cepas colombianas
aisladas de diferentes origenes biolégicos vy
geograficos, y se hicieron algunas correlaciones
con diferentes parametros biolégicos y eco-
epidemiolégicos. Los resultados mostraron la gran
variabilidad en la sensibilidad al benzonidazol de
las cepas colombianas, principalmente, seguin su
origen bioldgico y caracter endémico de la zona de
origen de los aislamientos. Ademas, la correlacion
de la sensibilidad al medicamento con parametros
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como zonas endémicas, tipo de vector, habitat
del vector y afio de aislamiento de la cepa, apoya
la existencia de cepas naturalmente resistentes
circulando en el pais, resultados que son de gran
importancia para la epidemiologia y tratamiento de
la enfermedad de Chagas en Colombia.

Materiales y métodos
Reactivos

El benzonidazol fue purificado por extraccién
organica a partir de tabletas Rochagan™ (Roche,
Brasil). A partir del compuesto purificado, se prepar6
una solucién madre a una concentracion final de 10
mM, disuelta en dimetilsulféxido (DMSOQO) al 100 %.

Material biolbgico

En este estudio, se analizaron 33 cepas
colombianas de T. cruzi clasificadas como Tcl
aisladas de diferentes origenes bioldgicos y de
distintas areas geograficas de Colombia con bajo,
mediano y alto riesgo de contraer la infeccién (26)
(cuadro 1). Ademas, como cepas de referencia
se incluyeron las cepas Colombiana (Tcl) y Noel
(Tcll), aisladas de humanos de Colombia y Brasil,
respectivamente, y consideradas naturalmente
resistentes (8). Los cultivos de epimastigotes
se mantuvieron a 28 °C en medio de infusion de
higado-triptosa (LIT) (Liver Infusion Tryptose)
con suplemento de suero bovino fetal (SBF) al 10
% Yy se subcultivaron cada siete dias en fase de
crecimiento exponencial.

Sensibilidad al benzonidazol

La sensibilidad al benzonidazol para las 33 cepas
colombianas y las dos de referencia se hizo
mediante el micrométodo enzimatico de bromuro
de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
(MTT) (12). Para esto se utilizaron parasitos en fase
exponencial de crecimiento, a una concentracion
de 1 x 107 parasitos/ml, cultivados en medio liquido
LIT durante 72 horas a 28 °C, con exposicion a
siete concentraciones diferentes de benzonidazol.
Como control se utilizaron parasitos cultivados en
ausencia de los medicamentos, pero mantenidos
en las mismas condiciones.

Cada concentracion de los medicamentos, al igual
que los controles sin tratamiento, se evalud por
triplicado y en dos experimentos independientes.

Luego de las 72 horas de incubacion, el efecto
del benzonidazol en los parasitos se determino
midiendo la actividad de la deshidrogenasa
mitocondrial, adicionando 10 pl por pozo de MTT-
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metosulfato de fenazina (PMS) e incubando a
28 °C durante 90 minutos. Para detener la reaccion
y disolver los cristales formados, se agregaron
100 pl por pozo de una solucién de isopro-
panol al 50 % y de dodecilsulfato sodico (SDS)
al 10 %. La produccién de formazan se midi6 a
595 nm en un lector para ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) (Bio-Rad) y los datos se
analizaron con el programa GraphPad Prism™,
version 5,01 para hallar la concentracion inhibitoria
50 (Cl,,) al benzonidazol, mediante un anélisis de
regresion no lineal.

Con los datos obtenidos de Cl,; para cada uno de
los ensayos, se calculé el coeficiente de variacién,
para estimar el grado de dispersion de las Cl,;
obtenidas de dos ensayos independientes. Cuanto
mayor era el coeficiente de variacion, mayor era
la dispersion y menor la representatividad de la
media. Por lo tanto, cuando dicho valor fue superior
al 20 % se hizo un tercer ensayo (27).

Analisis de los datos

Los resultados obtenidos de las Cl,, para el
benzonidazol de las 33 cepas colombianas, se
sometieron a un andlisis estadistico descriptivo
usando los percentiles 25 y 75, y se construy6 un
dendrograma por un analisis de conglomerados
usando el método de Ward, lo que permitio clasificar
las cepas segun sus Cl en tres categorias:
sensibles, parcialmente resistentes y resistentes.

Ademas, se hicieron diferentes comparaciones de
las sensibilidades al benzonidazol con el origen
biolégico, especie del vector, habitats de los
vectores, area de riesgo de transmision del parasito
y afio de aislamiento de las cepas. Para esto, luego
de examinar los supuestos de normalidad para los
datos, se utilizaron las pruebas no paramétricas
de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, segun las
comparaciones hechas, con una significancia
estadistica de 95 %, en el programa estadistico
GraphPad Prism™, version 5,01. Finalmente, los
rangos establecidos se compararon con los valores
obtenidos para las dos cepas de referencia.

Resultados

Sensibilidad de las cepas colombianas al
benzonidazol

El analisis de las Cl, al benzonidazol de las 33
cepas colombianas mostr6 un amplio rango de
concentraciones, que variaban desde 1,23 pM
para la cepa FCh hasta 41,61 yM para la cepa SO9
(cuadro 1).
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Cuadro 1. Cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas en este estudio, con sus respectivos origenes biolégico y geografico, afio de

aislamiento y sensibilidad al benzonidazol

Cepa Origen bioldgico Origen geografico Zona de Ano de Cl,, Categoria
riego aislamiento (M)

FCh Homo sapiens Norte de Santander Alta 1992 1,23

CAS18 Didelphis marsupialis Casanare Alta 2002 3,90

YLY H. sapiens Putumayo Media/baja 2004 4,38

MG8 Triatoma dimidiata Magdalena Media/baja 2003 4,56

CG H. sapiens Caqueta Alta 2003 4,61

HA H. sapiens Casanare Alta 1997 4,66 Sensibles

AF1 Panstrongylus geniculatus Antioquia Media/baja 1993 4,69 36 %

MR H. sapiens Cesar Media/baja 2004 4,71

MG H. sapiens Arauca Alta 2004 4,90

JEM H. sapiens Putumayo Media/baja 2005 5,19

SPR H. sapiens Casanare Alta 1982 5,32

GAL61 Rattus rattus Sucre Media/baja 1991 5,85

SP H. sapiens Casanare Alta 2005 6,41

AC17 Rhodnius pallescens Chocé Media/baja 1999 6,53

JL H. sapiens Norte de Santander Alta 1992 7,22

GAL52 D. marsupialis Sucre Media/baja 1991 9,07

CAS15 R. prolixus Casanare Alta 2000 9,93

AC29 R. pallescens Chocé Media/baja 1999 11,10

STP3.3 R. prolixus Tolima Alta 1991 11,26

W3534 H. sapiens Sucre Media/baja 1998 14,01 Parcialmente

MG10 T. dimidiata Magdalena Media/baja 2003 14,91 resistentes

SN6 R. prolixus Guajira Media/baja 2003 16,94 48 %

LB53 T. dimidiata Sucre Media/baja 1999 17,02

Oov1 P. geniculatus Sucre Media/baja 1998 17,44

AMPOQ7 P. geniculatus Antioquia Media/baja 1997 17,56

B138 T. dimidiata Coérdoba Media/baja 1999 17,60

B114 T. dimidiata Coérdoba Media/baja 1999 18,67

B51 R. pallescens Coérdoba Media/baja 1999 20,56

ovi17 P. geniculatus Sucre Media/baja 1998 22,17

SN5 R. prolixus Guajira Media/baja 2003 24,17

DA H. sapiens Boyaca Alta 2001 32,75 Resistentes

SN3 R. prolixus Guajira Media/baja 20083 34,62 16 %

SO9 R. pallescens Sucre Media/baja 1995 41,61

El andlisis descriptivo de las Cl,,, mediante la
obtencion de los percentiles 25 y 75, clasifico
las cepas de acuerdo con su sensibilidad al
benzonidazol, en tres grupos: para 25 % de las
cepas los valores de Cl,, fueron menores de 4,8
UM; para el 50 % de las cepas, los valores de Cl,;
estuvieron entre 4,8 y 17,58 puM, y para el 25 %
restante, por encima de 17,58 uM.

Cuando se construyé el dendrograma basado
en las Cl, utilizando el algoritmo de Ward, se
corrobor6 la presencia de tres grupos principales
observados mediante el analisis de percentiles
(figura 1). En el grupo mas externo se ubicaron
las cepas con las Cl, mas altas, con valores entre
32,75 y 41,61 pM, aisladas de diferentes origenes
biolégicos y geograficos. En el segundo grupo
se ubicaron las cepas aisladas esencialmente
de vectores con Cl,, al benzonidazol desde 9,07
hasta 24,17 pM, mientras que en el tercer grupo se

agruparon aquellas cepas aisladas principalmente
de humanos y otros reservorios con sensibilidades
al benzonidazol entre 1,23 y 7,22 pM (figura 1).

Con los rangos obtenidos mediante los dos
andlisis se clasificaron las cepas en tres categorias
principales, utilizando un promedio de los limites de
cada uno de los grupos obtenidos, de la siguiente
manera: aquellas cepas que presentaron valores
menores de 6 pM se consideraron sensibles, entre
6 y 21 pM, parcialmente resistentes y, por encima
de 21 pM, resistentes al benzonidazol. Estos datos
fueron validados con los valores obtenidos de Cl,,
para las cepas Colombiana y Noel de 30 y 22 pM,
respectivamente, que en estudios previos in vivo
fueron clasificadas como naturalmente resistentes
(8). Teniendo en cuenta esta agrupacion, se obtuvo
que 36 % de las cepas analizadas eran sensibles al
benzonidazol, el 48 %, parcialmente resistentes vy,
el 16 % resistentes. Es importante resaltar que el
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Figura 1. Andlisis de conglomerados mediante el algoritmo de Ward, basados en la Cl,, para benzonidazol de epimastigotes de
33 cepas de Trypanosoma cruzi aisladas de vectores (**), humanos (*) y mamiferos (*). Se indican los rangos de sensibilidad al

benzonidazol (uM) para cada uno de los grupos.

67 %, 19 % y 17 % de las cepas pertenecientes a
cada uno de los grupos, respectivamente, correspon-
dieron a cepas aisladas de humano (cuadro 1).

Relacion entre la sensibilidad al benzonidazol de
las cepas colombianas y diferentes parametros
biologicos y eco-epidemiologicos

Con el fin de establecer si la Cl  al benzonidazol
de las cepas se correlacionaba con los diferentes
parametros biologicos y eco-epidemioldgicos, se
hicieron diferentes comparaciones.

En un primer analisis se tratd de establecer
relaciones entre la sensibilidad al benzonidazol
y los diferentes origenes biologicos de las cepas
(aisladas de vectores y reservorios). Los resultados
obtenidos mostraron que variaba significativamente
cuando las cepas se habian aislado de vectores
(Cl,, promedio de 17,30 pM), en contraste con
aquellas aisladas de reservorios principalmente
humanos (Cl,, promedio de 7,61 pM) (figura 2A).
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En un segundo analisis se compararon las Cl,,con
la especie del vector de la cual fue aislada la cepa,
lo cual no evidencié diferencias significativas,
con valores promedio de sensibilidad de 14,55,
15,47, 19,38 y 19,95 pM para las cepas aisladas
de Triatoma dimidiata, Panstrongylus geniculatus,
Rhodhnius prolixusy R. pallescens, respectivamente
(figura 2B).

Ademas, el habitat del insecto (domiciliado,
silvestre) tampoco mostré una influencia en la
sensibilidad que tienen las cepas al benzonidazol,
encontrandose una Cl,, promedio de 20,56 pM
para las cepas aisladas de vectores domiciliados
y de 17,23 pM para las provenientes de vectores
silvestres (figura 2C).

Por otro lado, el afo de aislamiento de la cepa
(antes o después del 2002, cuando se empez6 a
suministrar el tratamiento en el pais) no mostrd
diferencias entre los dos grupos establecidos y se
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Figura 2. Correlacion de la Cl al benzonidazol y diferentes parametros biolégicos y eco-epidemiolégicos, como tipo de huésped
(A), especie vector (B), habitat del vector (C), afio de aislamiento de la cepa (D) y zona de riesgo de transmision (E)

encontrd que las cepas aisladas entre 1985y 2001
presentaron valores promedio de sensibilidad de
14,11 uM vy, las aisladas desde 2002 a 2005, de
10,78 pM (figura 2D).

Finalmente, se encontraron diferencias significa-
tivas entre la zona de aislamiento de las cepas y
sus respectivas Cl,;; se encontré que las cepas
provenientes de zonas de alta endemia poseen
mayor sensibilidad al benzonidazo,l con valores
promedio de 8,38 pM, que las cepas aisladas de
zonas de mediano y bajo riesgo de transmision,
que poseen una Cl,, promedio de 15,15 pM (figura
2E).

Discusidn

La enfermedad de Chagas continda siendo un
problema importante de salud publica en varios
paises americanos, a pesar de las diversas
estrategias de control vectorial emprendidas en
el continente (1-3,28). El panorama se complica
aun mas por la ineficiente quimioterapia que existe
para esta enfermedad, ya que el benzonidazol
y el nifurtimox son efectivos sélo bajo ciertas
circunstancias, tienen diversos efectos secundarios
(6,29) y pueden generar resistencia en T. cruzi (13-
15), ademas de la existencia de cepas naturalmente
resistentes a dichos medicamentos (8).

En los ultimos afos, diversos estudios se han
enfocado en la blsqueda y evaluacién de nuevas
estrategias quimioterapéuticas para tratar esta
enfermedad (29-38). Sin embargo, luego de mas de
100 afos de descubrirse la enfermedad y de mas
de 40 de implementarse el tratamiento, las Unicas
alternativas existentes son los medicamentos
mencionados anteriormente (38).

En este sentido, hoy en dia se estan haciendo
muchos esfuerzos por entender los mecanismos
de accion del benzonidazol y el nifurtimox, con
el fin de mejorar el uso de estos medicamentos
(7,12,13,39,40). Si bien es cierto que se han
producido algunos avances en este sentido
(7,12,13,41,42), en la actualidad aun no se han
podido esclarecer parametros tales como cuales
son las concentraciones del medicamento para
considerar las cepas como resistentes y cual es la
relacién entre los mecanismos de resistencia natural
y la inducida. Ademas, existen pocos reportes sobre
la correlacion de la sensibilidad al benzonidazol con
parametros bioldgicos y genéticos del parasito, como
la diversidad filogenética y la sensibilidad natural e
inducida, entre otros, y los resultados obtenidos de
estos estudios son controversiales (22,43-46).

En el presente trabajo se analiz6 la sensibilidad al
benzonidazol de 33 cepas colombianas aisladas
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de diferentes origenes bioldgicos y geograficos,
con el fin de esclarecer algunos parametros como
cual es la sensibilidad de las cepas que circulan
en Colombia, si existen algunas caracteristicas
biologicas y eco-epidemioldgicas que afecten dicha
sensibilidad en estas cepas y si en el pais circulan
cepas naturalmente resistentes.

Los resultados obtenidos indicaron una gran
heterogeneidad en la sensibilidad al benzonidazol
en las cepas colombianas, con Cl,, desde 1,23 pM
hasta 41,61 pM. Este resultado no es sorprendente,
teniendo en cuenta otros trabajos similares con
cepas de Colombia, que mostraron rangos de
sensibilidad entre 7,33 uMy 27,30 pM (47). Las Cl,
obtenidas permitieron proponer una clasificacion
en tres grupos segun la sensibilidad o resistencia
al benzonidazol, que evidencia la presencia de, al
menos, 16 % de cepas con resistencia natural al
benzonidazol en Colombia.

En estudios anteriores, luego de estudiar el
porcentaje de curacién en ratones, Filardi y Brener
determinaron la presencia de cepas de T. cruzi
sensibles, parcialmente resistentes y resistentes
al benzonidazol y nifurtimox, tomando como nivel
arbitrario el 50 % de curacién en ratones (8). Sin
embargo, aparte de los estudios llevados a cabo
mediante induccién in vitro e in vivo por presiones
con los medicamentos (12-15,48), no existen
otros estudios que establezcan cudles son las
concentraciones para considerar una cepa como
resistente. Aunque los estudios in vivo, como
los de Filardi y Brener, resultan como una mejor
aproximacion en la definicion de estas categorias
biologicas, la metodologia por ellos utilizada es
dispendiosa como método de tamizacion (8).

Por lo tanto, el uso del micrométodo enzimatico del
MTT resulta ser una estrategia de rapida aplicacién
para orientar los tratamientos en los pacientes con
la enfermedad de Chagas. Para validar nuestros
resultados se incluyeron dos cepas consideradas
naturalmente resistentes por sus porcentajes
de curacion en ratones (8). Al determinar la Cl,,
de estas cepas, se obtuvieron valores que estan
dentro de los rangos definidos para las cepas
resistentes. Ademas, la basqueda de reportes de
Cl,, in vitro para estas y otras cepas clasificadas
segun su sensibilidad in vivo (8), coinciden con
los rangos propuestos en este estudio. Asi, para
la cepa Y, considerada parcialmente resistente, se
han reportado Cl,, de 16,3 pM (49) y 20 uM (47),
mientras que para las cepas Colombiana y Yuyu,
consideradas resistentes, los reportes son de 25,4
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pMy 32 uM (49), respectivamente, resultados que
validan los rangos propuestos en este trabajo y que
habian sido validados ya por otros autores (49).

En este sentido, los datos obtenidos en este
trabajo indican que en Colombia circulan cepas
con Cl , de 41,61 uM para el benzonidazol, por lo
que se infiere que a la concentracion terapéutica
que se encuentra el benzonidazol en el plasma de
los pacientes (50 uM) (14), la mitad de los parasitos
quedarian vivos, proliferando y generando una falla
quimioterapéutica. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que no siempre existe correlacion entre
la sensibilidad in vitro y el desenlace terapéutico
(49) y, por lo tanto, deben tenerse en cuenta otras
caracteristicas como la sensibilidad en diferentes
estadios del parasito, el estado inmunolégico
de los pacientes y la seleccién o induccién de
resistencia, ya que, como ha sido reportado, los
aislamientos pueden duplicar su resistencia luego
del tratamiento (49). Por esta razén, sugerimos
que a los aislamientos de epimastigotes que estén
dentro del rango de resistentes se les podria
determinar otros parametros, como la Cl,, en
otros estadios y la composicién clonal, y podrian
evaluarse algunos marcadores moleculares que se
generaran producto de los diferentes estudios que
se esta realizando en T. cruzi sobre la resistencia
natural e inducida.

A pesar de que no existe una correlacion completa
entre sensibilidad y resultado terapéutico (49),
consideramos que este resultado es relevante
en la epidemiologia de la enfermedad de Chagas
en el pais, pues poca informacion hay sobre la
sensibilidad de las cepas en Colombia y, menos
aun, sobre la existencia de cepas resistentes que
circulan en el pais, y los resultados encontrados en
este trabajo demuestran que, aproximadamente,
el 8 % (una cepa resistente de 12) de las cepas
aisladas de humanos podrian ser resistentes al
tratamiento con el benzonidazol. En este sentido, el
estudio llevado a cabo en escolares de una region
de Colombia encontré que en 24 % de los nifios
tratados no hubo conversion seroldgica negativa
a los seis meses (24), lo que podria deberse en
parte a la resistencia natural que poseen las cepas
de T. cruzi, segun lo encontrado en este estudio,
a factores propios del huésped, al corto tiempo de
seguimiento 0 a ambas cosas.

Por otra parte, se tratd de correlacionar la
sensibilidad al benzonidazol de las cepas estudia-
das con diferentes caracteristicas biologicas vy
epidemioldgicas. Con respecto al origen biolégico, se
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encontrd que, en general, cuando las cepas han sido
aisladas de insectos vectores, necesitan mayores
concentraciones de benzonidazol para inhibir
su crecimiento, que las aisladas de huéspedes
vertebrados, principalmente humanos. Este resul-
tado podria explicarse por la diversidad clonal que
pueden tener las cepas aisladas de ambos origenes
(50). En general, en los insectos vectores circulan
cepas con mayor diversidad de clones, mientras
que los huéspedes actian como filtros biol6gicos,
seleccionando solo unos genotipos de la poblacion
total, lo que sugiere que en vectores y huéspedes
circula una cantidad de genotipos propios, que
presentan caracteristicas biolégicas diferentes (51).

En cuanto a los otros parametros evaluados, se
observé que aquellas areas con baja y media
endemiaposeen cepasque presentan, enpromedio,
mayor resistencia al benzonidazol. Este resultado,
aunque parece contradictorio con los procesos de
expresion de resistencia, pues se esperaria mayor
resistencia en zonas de alta endemia donde ya se
ha implementado el tratamiento, es, en realidad,
sugestivo de la resistencia natural de algunas de
las cepas colombianas.

La resistencia natural puede presentarse en
respuesta a otros compuestos que circulan en el
ambiente, lo cual altera caracteristicas fenotipicas
y genotipicas de las poblaciones, haciendo que los
organismos puedan soportar los medicamentos
que se utilizan para el tratamiento, asi no haya sido
a éstos hacia los cuales se dio la expresion de la
caracteristica o rasgo particular (9). En este sentido,
al ser justo las cepas mas resistentes, aisladas de
aquellas regiones donde posiblemente no se ha
suministrado el tratamiento, se infiere que las cepas
colombianas de T. cruzi podrian poseer resistencia
natural al benzonidazol que no depende del uso de
los medicamentos, que pueden generar procesos
de induccién de resistencia. Por lo tanto, sugerimos
a los organismos responsables de los programas
de control que la resistencia natural debe ser
considerada en el momento de la implementacion
de los tratamientos, incluso en zonas donde nunca
se hayan suministrado medicamentos, como las
de baja y media endemia.

En cuanto al resto de los parametros evaluados,
no se observé una relaciéon con la sensibilidad al
benzonidazol y otras caracteristicas, como el tipo
de vector, el tipo de habitat del vector y el afio de
aislamiento de la cepa. De igual manera, estos
parametros aportan evidencia de la resistencia
natural al benzonidazol para T. cruzien nuestro pais.

Sensibilidad al benzonidazol de Trypanosoma cruzi

Por ejemplo, al no observarse una diferencia en la
sensibilidad cuando las cepas han sido aisladas
antes o después de que se empezd a suministrar el
medicamento en Colombia, se corrobora la hipbtesis
planteada anteriormente, en que las caracteristicas
que confieren la resistencia fueron adquiridas a
otros compuestos diferentes a los utilizados para
el tratamiento de la enfermedad de Chagas, que
pueden activar las mismas vias metabdlicas y que
confieren a la vez resistencia al benzonidazol.

Como se mencioné anteriormente, durante la expre-
sién de resistencia a un medicamento se pueden
dar varias situaciones, presentandose fenomenos
de seleccién o adquisicion de resis-tencia seguida
de seleccioén (9-11,52-55). Por ello, como la mayor
diversidad clonal se presenta en los vectores, es
muy posible que en estas poblaciones haya mas
clones con resistencia natural al benzonidazol.

En la actualidad, diversos autores han tratado
de correlacionar los mecanismos de resistencia
natural con los de resistencia inducida (16-21). Sin
embargo, hasta el momento no se han encontrado
patrones de expresién similares en cepas que
presentan los dos tipos de resistencia, lo que ha
llevado a concluir que diferentes mecanismos
actian en ambos tipos de resistencia. En este
sentido, el reconocimiento de cepas resistentes
circulando en el pais, es muy importante, pues
permitiria el andlisis de estos fenotipos para tratar
de esclarecer los mecanismos particulares de
este tipo de resistencia y determinar la presencia
de genes particulares involucrados con esta
caracteristica y, por lo tanto, de biomarcadores de
resistencia natural.

Finalmente, es importante resaltar que a la fecha
no se habia demostrado la presencia de cepas
resistentes en Colombia y los pocos estudios con
pacientes apuntaban a que las cepas circulantes en
el pais tenian mayor sensibilidad al benzonidazol,
que las de otras regiones geograficas del continente.
En este trabajo se evidencia la presencia de
resistencia natural a este medicamento, aspecto
que debe ser tenido en cuenta cuando se estén
definiendo politicas de tratamiento, que puedan
orientar a los investigadores y personal de salud
para determinar si las cepas aisladas de pacientes
responderian adecuadamente o no al tratamiento.
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