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Introduccion

| Introduccion

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, €s una parasitosis
endémica en amplias regiones de América Central y del Sur que afecta cerca de 18
millones de personas.

Su agente etioldgico, Trypanosoma cruz, es un protozoario flagelado, que anida
en los tejidos, especialmente miocardico, y produce en el 25 % de los afectados lesiones
cardiacas irreversibles luego de un largo periodo evolutivo (Storino R y Jorg M, 1994;
Storino R y Jorg M, 1998). El parésito se origind en areas silvestres del continente
americano, de donde evoluciono hacia el ciclo doméstico de la infeccion a través de
procesos ecoldgicos.

Los animales de sangre caliente son susceptibles al T. cruz, con excepcion de
las aves, que al igual que los animales de sangre fria, son refractarios.

La infeccion es transmitida por via vectorial a partir de insectos hemipteros
hemato6fagos de la familia de los triatomineos, cominmente llamados vinchucas, siendo
el mas importante en la Argentina el Triatoma infestans (Storino R y Jorg M, 1994;
Storino R y Jorg M, 1998).

Epidemioldgicamente esta enfermedad depende de la presencia de tres
elementos: 1) el agente etiologico, dado por el T. cruz; 2) el vector, representado por el
triatomino y 3) el huésped, determinado por el hombre y los animales domésticos y
silvestres.

Sin embargo, debido a las migraciones internas que se han dado en muchas
regiones, la forma de transmision vectorial caracteristica del area rural ha sido
reemplazada en las areas urbanas por la contaminacion humana-humana, a través de la
sangre del infectado al sano (Schmuiis GA, 1991). Esto ha dado origen al llamado ciclo
de urbanizacion de la enfermedad de Chagas, caracterizado por el contagio por via
connatal, por via transfusional y por via del transplante de érganos (Freilij H y Altche J,
1995).

De esta forma, la enfermedad de Chagas ha superado las fronteras de su area
endémica (tradicionalmente extendida desde el paralelo 40° de latitud Norte al 45° de

latitud sur) (Acquatella H, 1998; Milei J et al., 1992).
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La importancia sanitaria y demografica de la enfermedad de Chagas estriba en
que produce formas de enfermedad mortal en la infancia y en menor proporcion en los
adultos, siendo la miocarditis de causa infecciosa mas frecuente en el mundo (World
Health Organization, 2000)

A pesar de la Iniciativa de los Paises del Cono Sur decidida en 1991 para
erradicar al Triatoma infestans, el mayor vector en esta region, la alta prevalencia y
elevadas tasas de morbimortalidad confieren todavia a la enfermedad de Chagas una
significativa importancia médica, especialmente en poblaciones rurales marginadas de

las areas endémicas.

I.1 Enfermedad de Chagas

I.1.1 Historia natural de la Enfermedad de Chagas

Originalmente, la infeccion por T. cruzi era una zoonosis silvestre que,
posteriormente, se convirtio también en una entidad domiciliaria tras un proceso de
captacion del parasito por el ser humano. La participacion del hombre en la cadena
epidemioldgica se inicid cuando éste invadio el ambiente silvestre. Las modificaciones
antropicas del medio llevaron a su desmantelamiento progresivo y tuvieron como
consecuencia una reduccion de la fauna silvestre. La edificacion de viviendas con
paredes de barro o madera llenas de grietas y techo vegetal ofrecio el biotopo apropiado
a triatominos huyendo de su medio natural amenazado por la reduccioén gradual de la
fauna silvestre. Sin embargo, los ciclos silvestres y domiciliarios de T. cruzi quedan
interdependientes en las areas donde permanece la circulacion del parasito en los
mamiferos reservorios (Carcavallo R, 1975).

Se considera que el T. infestans es originario de los valles andinos de Bolivia
donde poblaciones recolectadas bajo piedras vivian en asociacion con Galea
musteloides, un roedor silvestre. La transicion del vector hasta el medio doméstico
ocurrié probablemente en la época precolombina cuando tribus preincaicas adquirieron
en estos valles la vida sedentaria e introdujeron en sus viviendas la cria doméstica del

conejillo de Indias (Cavia porcellus). Sin embargo, ¢l mecanismo de la transferencia de
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T. infestans de su huésped selvatico hacia el conejillo de Indias aun sigue siendo
desconocido. De Bolivia, el T. infestans domiciliario se habria difundido a través de la
colonizacién de tribus bolivianas preincaicas hasta los valles del norte chileno y sur
peruano. Mucho maés tarde, habria alcanzado Argentina por la Cordillera de los Andes a
través de la trashumancia del vaquero. Por ultimo, la expansion del T. infestans hacia
Brasil habria ocurrido al principio del siglo XX por intermedio de trabajadores
migrantes (Noireau F, 1999).

Esta difusion de la enfermedad extendida en el tiempo podria explicar en parte
los patrones de las formas clinicas de la enfermedad que presentan diferencias

regionales.

I.1.2 Clasificacién de la infeccion chagdsica

Segtn el Consenso de Enfermedad de Chagas, de la Sociedad Argentina de

Cardiologia, la enfermedad abarca 4 topicos (Revista Argentina de Cardiologia, 2002):

Tépico I: Chagas con parasitemia evidente, que se subclasifica segun las vias de

entrada del T. cruz al organismo en:

a) Chagas agudo vectorial
b) Chagas congénito
c¢) Chagas transfusional

d) Chagas e inmunosupresion

Tépico II: Chagas indeterminado o latente.
Toépico III: Chagas cronico con ECG alterado sin dilatacion.

Topico IV: Chagas con cardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca.



Introduccion

[.1.2.1 Enfermedad de Chagas con parasitemia evidente

a) Aguda vectorial

M ecanismo de transmisién. La via de transmision predominante es a través del
triatomino. Las superficies del cuerpo alcanzadas son las regiones expuestas durante la
noche, que es el momento propicio para la picadura de los insectos. Si el triatomino esta
parasitado, después de sorber sangre, excreta heces semiliquidas con gran cantidad de
formas infectantes del T. cruz. Los tripanosomas infectantes pueden asi atravesar las
mucosas, sobre todo la ocular, penetrar en la dermis por excoriaciones de la piel
provocadas por el rascado consecutivo a las picaduras y también atravesar la piel sana
en zonas con epidermis fina como la de los nifios o la de los parpados (Jorg ME, 1974).
Los vectores pueden también contaminar con sus deyecciones a los alimentos y éstos
provocar la infeccion a través de la mucosa bucal, especialmente si existen soluciones
de continuidad o inflamaciones (Pushong ELC et al., 1964).

Luego de ingresar al organismo a través de estas puertas de entrada, los
tripanosomas se diseminan por el torrente sanguineo alcanzando los distintos drganos,
aunque afectan preferentemente el corazéon, musculos, sistema nervioso, aparato
digestivo y sistema fagocitico-mononuclear.

En estos tejidos, el protozoo pasa a su forma no flagelada, llamada amastigote, y
se reproduce rapidamente por division binaria.

En cada localizacion histica los amastigotes forman nidos y producen
fendmenos complejos de destruccion y reaccion inflamatoria, que participaran en la
inmunopatogenia de las lesiones, prolongando la enfermedad.

Después de alrededor de diez duplicaciones, los amastigotes se diferencian en
tripomastigotes circulantes los que, previa ruptura de la célula hospedadora, se liberan a
la circulaciéon. Los parasitos circulantes invaden otras células del organismo, vuelven a
multiplicarse en ellas y a diferenciarse a tripomastigotes, repitiéndose asi el ciclo. Esto
genera una parasitemia persistente con oferta constante de parasitos para el vector, que
al sorber sangre reinicia la transmision de la enfermedad. Si bien el nimero de parasitos
circulantes se vera limitado por la respuesta inmune del huésped, ésta serd incapaz de

erradicarlos (Storino R y Jorg M, 1994; Storino R y Milei J, 1986b).
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Fase aguda. En la experiencia de la transmision vectorial segiin Lugones y
Ledesma (Lugones H et al., 1971; Ledesma O, 1984) el 84% de las formas agudas
afecta a los nifios antes de los 10 afios de edad, pero el 36% involucra a menores de 1
afio de vida.

El 75% de los casos son formas benignas, algunas de las cuales pasan
desapercibidas, el 20% son formas de mediana gravedad y solo el 5% se presentan
como formas graves (Lugones H et al., 1969).

La enfermedad de Chagas en este periodo, no tiene un modelo fijo,
generalizandose el concepto o clasificacion de Romaiia (Romaiia C, 1963), de “formas

con puerta de entrada aparente” y “formas sin puerta de entrada aparente”.

Evolucion y prondstico. En general, la evolucion de la etapa aguda de esta
Tripanosomiasis humana se considera favorable y benigna (Storino R, 1998; Lugones H
et al, 1994). Sin embargo, hay una minoria de formas graves, que afecta
preferentemente a nifios pequenios, donde se produce la mayor mortalidad, debida en la
mayoria de los casos a meningoencefalitis y miocarditis con insuficiencia cardiaca

(Lugones H et al., 1994; Ledesma OS et al., 1979).

b)Transplacentaria (congenita)

Mecanismo de transmision. Para que se produzca una infeccion
transplacentaria debe existir parasitemia en la embarazada. El T. cruzi produce en el
huésped una infeccion persistente, por lo cual este parasito puede hallarse en la sangre
periférica tanto en la fase aguda como cronica, determinando que una madre gestante
pueda transmitir la infeccion en cualquiera de estos periodos. A su vez, estudios
realizados sugieren que la infeccion fetal puede producirse tanto precoz como
tardiamente en la gestacion (Moya P y Moretti E, 1977) Una madre serolégicamente
positiva puede dar a luz nifios con infeccion congénita en un solo embarazo o en gestas
sucesivas (Freilij H et al., 1994a).

El mecanismo por el cual algunos nifios de madres chagasicas contraen la

enfermedad y otros no, es ain desconocido, dado que se han observado nifios libres de
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infeccion en presencia de una placenta con elevado parasitismo y también a la inversa

(Freilij H et al., 1994a; Storino R y Jorg M, 1998).

Cuadro clinico. Si bien la agresion parasitaria puede llevar al feto a la muerte,
la mayoria de los neonatos con Chagas Congénito no presentan enfermedad aparente al
nacer, lo que revela posiblemente un equilibrio en las relaciones hospedero-parasito.

Las manifestaciones clinicas pueden estar presentes desde el nacimiento, desde
los primeros dias de vida o aparecer mas tardiamente. Hay un nimero significativo de
casos en que la infeccion es asintomatica. Segin Moya y Moretti (Moya P y Moretti E,
1997), las manifestaciones clinicas cominmente observadas son:

Hepatomegalia, siendo ésta la sefial més importante de la Enfermedad de Chagas
congénita, generalmente presente desde el nacimiento, surge antes de la esplenomegalia.

Esplenomegalia, menos frecuente que la hepatomegalia, ambas manifestaciones
constituyen importantes elementos de sospecha de la enfermedad de Chagas en lactantes
con antecedentes epidemioldgicos.

Alteraciones cardiovasculares: Se observa taquicardia y, menos frecuentemente,
algunos transtornos electrocardiograficos. La insuficiencia cardiaca, observada pocas
veces, significa un grave cuadro neonatal que presupone un rapido tratamiento.

Otras manifestaciones clinicas: Respiratorias, generalmente poco frecuentes;
digestivas, como inapetencia, vomitos y diarrea, descriptas como componentes de fase
aguda, asi como megaesdfago y megacolon; neurologicas, como encefalitis y
meningitis, que representan componentes de infeccion aguda. Tambien se observan
manifestaciones cutaneo-mucosas, alteraciones genito-urinarias y hematoldgicas y

bioquimicas.

c)Transfusional

M ecanismo de transmision. Esta infeccion proviene de transfusiones de sangre
de dadores infectados, asintomaticos y que ignoran su padecimiento. Debido a la alta
migracion de personas residentes en zonas de alta endemicidad para la enfermedad de

Chagas, en busca de fuentes de trabajo, es cada vez mayor la prevalencia de dadores
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infectados por T. cruz en los bancos de sangre de ciudades muy alejadas de las zonas
endémicas. (Storino R y Jorg M, 1998; Storino R y Jorg M, 1994).

Debido al alto indice de incidencia de Chagas transfusional observado en
estudios realizados en la década del 80 (Bergoglio RM, 1984), se ha alcanzado en los
ultimos afios, una vigilancia serologica en el 98 % de los bancos de sangre de los
hospitales de nuestro pais. Sin embargo, la prevalencia de serologia positiva para el
Chagas en los centros que controlan sangre a transfundir sigue siendo importante, lo que
significa que el riesgo de transmision por esta via sigue vigente (Storino R y Jorg M,

1998; Storino R y Jorg M, 1994).

Cuadro clinico. El receptor de la transfusion puede presentar un cuadro clinico
de sepsis caracterizado por hipertermia, hepatoesplenomegalia y poliadenopatias,
chagomas o bien una miocarditis aguda o encefalitis. En general, la evoluciéon es
favorable a pesar de la gran parasitemia, aunque estd condicionada al estado
inmunologico del individuo y, quizés, a la cepa infectante. El periodo de incubacion

varia entre 28 y 116 dias (Bergoglio RM, 1972; Bergoglio RM, 1965).

d) Chagas e inmunosupresion

La importancia que tienen los distintos factores de la inmunidad en la respuesta
al T. cruz, se reconoce a través de los huéspedes con déficit en algunos de ellos, sea en
forma congénita, como consecuencia de infeccion por virus (HIV) o tratamientos con
inmunosupresores (transplantes, enfermedades oncoldgicas) (Freilij H y Storino R,
1994b; Metze K y Maciel JA Jr, 1993).

La alteracion de la respuesta inmune modifica la relacion huésped-parésito
condicionando nuevas y mas graves manifestaciones clinicas de diversos agentes
infecciosos (Freilij H y Storino R, 1994b; Morato MJF et al., 1986).

En los pacientes co-infectados con Chagas y HIV las formas clinicas mas
comunes son la meningoencefalitis (75%) y la miocarditis (44%) (Sartori AMC, 1999).
Se postula que serian el producto de la reactivacion aguda de la enfermedad de Chagas
en pacientes que se encontraban en la fase indeterminada o crénica cuando se infectaron

con HIV.
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Las lesiones cerebrales causadas por el T. cruzi no solo se observan en pacientes
con SIDA, sino que pueden presentarse en chagasicos cronicos que padecen otras
afecciones causantes de inmunosupresion (Leiguarda R et al., 1990) como leucemia
aguda (Monteverde DA et al., 1976) y transplante renal (Jost L et al., 1977; Lopez
Blanco OA et al., 1983). Ademas, el compromiso neuroldgico ocasionado por el T. cruzi
es frecuentemente indistinguible de la toxoplasmosis del sistema nervioso central
(Montero A et al., 1998), por lo que es indispensable en muchos casos el estudio
sistematico del liquido cefalorraquideo (Montero A et al., 1998).

El paciente chagasico inmunosuprimido debe ser evaluado peridodicamente por
métodos parasitologicos directos (Freilij H y Storino R, 1994b) dado que muchas veces
los estudios seroldgicos son negativos, debido al cuadro de inmunosupresion.

Es importante como medida profilactica, el diagnostico de infeccion por T. cruz
en todo dador o receptor de transplante de o6rgano, como en todo paciente que por su
protocolo de tratamiento entre en plan de inmunosupresion, ya que las reactivaciones

como las infecciones agudas tienen una respuesta favorable al tratamiento.

[.1.2.2 Chagasindeter minado o latente

Esta etapa de la enfermedad de Chagas, también llamada intermedia, subaguda,
latente, inaparente, preclinica o subclinica se caracteriza por ser asintomatica u
oligosintomatica (Storino R y Milei J, 1986b). El criterio para clasificar los pacientes en
este periodo es el siguiente (Dias JCP, 1989): Estudio serolégico o parasitologico
positivo para Chagas, ausencia de signos y sintomas de enfermedad, electrocardiograma
normal, telerradiografia de torax normal, examen del aparato digestivo normal.
(Kuschnir E et al., 1979).

La serorreactividad para T. cruz es lo unico que diferencia clinicamente a un
paciente en esta etapa de un individuo normal. El diagnostico en esta etapa se realiza al
reunir el antecedente epidemioldgico y la serologia positiva, ya que los estudios
cardiologicos habituales, son normales.

Siguiendo el criterio de Andrade (Andrade ZA, 1983) estos pacientes tienen dos
posibilidades de evolucion: a) que permanezcan en la misma situacion en forma de

curacion aparente o de enfermedad no progresiva el resto de su vida (75%); o b) que
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evolucionen en forma crénica hacia la afeccion cardiaca manifiesta (25%), y en un
porcentaje variable conduiciendo a la muerte a raiz de insuficiencia cardiaca o arritmias
graves, o trastornos de conduccion avanzados. La evolucion dependeria de mecanismos
fisiopatogénicos que se ponen en juego. En los pacientes que continuan hacia la
miocardiopatia chagasica cronica, las lesiones serian debidas a mecanismos activos
probablemente de tipo inmunolédgico, que perpetuarian el dafo cardiaco hasta la muerte.
La mortalidad durante esta etapa se deberia fundamentalmente a las lesiones del sistema
excito-conductor, que provocarian la “muerte inesperada”. Ademas, el dafio de fibras
miocardicas puede generar zonas arritmogenas capaces de llevar a la fibrilacion
ventricular (Storino R y Milei J, 1986b).

Si en el periodo de transicion entre el final de la etapa aguda y el comienzo de la
etapa cronica se establece el tratamiento especifico adecuado, existe la posibilidad de
una cura parasitologica (Dias JCP, 1981; Cangado JR, 1985). De todos modos la
desaparicion de los tripanosomas no garantiza que se puedan detener mecanismos
inmunopatogénicos ya desencadenados capaces de ocasionar dafio miocardico con la
consecuente manifestacion de la etapa cronica (Storino R et al., 1990; Storino R et al.,
1992).

La etapa indeterminada comienza pocas semanas o meses después de la fase
aguda (Dias JCP, 1989). En escasas oportunidades se ha observado un periodo
indeterminado de corta duracion (uno o dos afios) luego de la etapa aguda (Dias JCP,
1982). La mayoria de los pacientes persisten en esta etapa luego de 20 afios de haber
padecido la infeccion aguda por T. cruzi (Dias JCP, 1987; Dias JCP, 1982; Dias JCP,
1983; Prata A y Macedo V, 1984), y muchos de ellos permanecen en esta condicion
(Laranja FS et al., 1956; Dias JCP, 1983; Prata A y Macedo V, 1984; Brasil A, 1965;
Macedo VO, 1980).

1.1.2.3 Chagascroénico con ECG alterado sin dilatacion

Epidemiologia. La Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC) se desarrolla por
causas aun desconocidas en un nimero limitado de infectados, aproximadamente en el

20 a 30% de aquellos que cursaron el periodo agudo y luego el indeterminado.
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Muchos enfermos chagasicos ignoran su condicion de infectados, especialmente
cuando han padecido la enfermedad aguda sin puerta de entrada, o con sintomas escasos
o inespecificos y que han evolucionado durante afios en forma asintomatica. La
evidencia de cardiopatia dada por la clinica, el electrocardiograma y la telerradiografia
de torax, sumada a la serologia positiva para Chagas y el antecedente epidemiologico o
bien de politranfusiones de sangre, hacen el diagnostico de miocardiopatia chagasica
cronica (Storino R y Jorg M, 1994; Storino R et al., 2002; Richardson P, 1995). El
porcentaje de individuos infectados que desarrollan lesiones cardiacas en forma cronica
varia segun las zonas, edad, tiempo de exposicion en area endémica, nimero de
reinfecciones, nivel socioecondmico, tiempo de evolucion de la infeccion y estado de
nutricion (Storino R y Jorg M, 1994; Storino R et al., 2002).

En los estudios electrocardiograficos en los pacientes chagésicos, los trastornos
de conduccion fundamentales son los intraventriculares. En Latinoamérica, la
enfermedad de Chagas constituye una de las principales causas de este tipo de
trastornos. El 50% de los pacientes presenta bloqueo completo de rama derecha sélo o
asociado a hemibloqueo anterior izquierdo. La asociacion de este trastorno de
conduccion con el antecedente epidemiologico tiene gran valor diagndstico como
evidencia de enfermedad (Amorin DS, 1979). Dentro de las arritmias, la extrasistolia
ventricular es la mas frecuente de la enfermedad seguida por la bradicardia sinusal y la
fibrilacion auricular.

En las formas avanzadas de cardiopatia chagdasica, la muerte subita constituye

una de las formas frecuentes de desenlace de esta enfermedad.

Fisiopatogenia. La respuesta inflamatoria, las lesiones celulares y la fibrosis
juegan un papel fundamental en la génesis de las alteraciones del tejido especializado.
Las lesiones de las células miocardicas y de las fibras nerviosas pueden ser de
naturaleza e intensidad variada y van desde degeneraciones discretas hasta la presencia
de necrosis. La fibrosis se instala de manera lenta y progresiva, generando arritmias
ventriculares y bradiarritmias como producto de una gran inestabilidad eléctrica del
miocardio. Este proceso explica la imagen electrocardiografica de necrosis miocardica y

los trastornos de conduccidn intraventricular (Rosenbaum M et al., 2000).
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Los anticuerpos dirigidos hacia los receptores Beta 1 adrenérgico y M2
colinérgico, detectados en los pacientes chagésicos, muestran una elevada correlacion
entre la bradicardia y la disautonomia (Ferrari I et al., 1995; Goin JC et al., 1999). La
enfermedad del nddulo sinusal podria ser consecuencia de una respuesta inmune hacia

estos receptores M2 colinérgicos (Goin JC et al., 1994; Borda E et al., 1991).

Cuadro clinico. En esta etapa, los pacientes pueden permanecer asintomaticos y
las alteraciones electrocardiograficas son halladas durante un examen clinico, estudio
epidemiologico y/o evaluacion laboral o preocupacional.

Cuando son sintomaticos, la sintomatologia va desde simples palpitaciones
producidas por extrasistoles aisladas, supraventriculares o ventriculares, taquiarritmias
paroxisticas (fibrilacion auricular, taquicardias supraventriculares o ventriculares), hasta
cuadros graves como el sincope de causa arritmica. La muerte stbita, constituye el
evento de mayor importancia entre los pacientes chagasicos y consiste en el
fallecimiento que se produce en forma inesperada sin sintomas premonitorios o dentro

de la primera hora de la presentacion del cuadro.

1.1.2.4 Miocardiopatia chagasica dilatada

Epidemiologia. Sobre la base de relevamientos epidemiologicos oficiales se
estima que existen 2.450.000 infectados con T. cruz en la Republica Argentina y de
estos, entre un 20 a 30% evolucionan hacia la cardiopatia chagasica y alrededor de un
10% de los cardiopatas evolucionan a la forma dilatada (Storino R y Jorg M, 1994).

La insuficiencia cardiaca, principal manifestacion de la miocardiopatia chagasica
cronica (Richardson P, 1995) presenta una elevada mortalidad a partir del momento en
que se diagnostica e insume elevados costos para los sistemas de salud,
fundamentalmente estatales, por la falta de medios econémicos de quienes padecen la
enfermedad (derivados de internacion, estudios diagndsticos, tratamiento, ruptura de la
cadena productiva, etc.) (Auger S et al., 1999). En la Republica Argentina, existen
aproximadamente 600.000 personas con cardiopatia chagasica.

Por otra parte, la presencia de miocardiopatia dilatada juega un papel importante

en el desencadenamiento de muerte stibita. Entre el 20 y el 55% de los pacientes con
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insuficiencia cardiaca fallecen en el término de 4 afos y aproximadamente entre el 40 y

el 50% de dichas muertes son de caracter subito (Cagide A et al., 1997).

Fisiopatogenia. En la etiologia de la disfuncion ventricular intervienen varios
factores: 1) dafo miocardico intrinseco durante la fase aguda y crénica (accion
parasitaria directa, perturbaciones inmunoldgicas, destruccion neurologica), 2)
trastornos inducidos por la respuesta autoinmune del huesped, 3) alteraciones del
sistema nervioso autonomico, 4) lesiones microvasculares con alteraciones de la
microcirculacion y posterior miocitolisis (Richardson P, 1995).

Finalmente, los fenomenos resultantes del dafo miocardico serian: a)
alteraciones de la motilidad de caracter segmentaria y global, b) arritmias y trastornos
de conduccion (por lesiones del sistema excitoconductor), ¢) incompetencia de las
valvulas (por regurgitacion valvular), d) insuficiencia cardiaca (Storino R y Jorg M,
1994).

Los principales responsables de la miocardiopatia dilatada chagasica son la
fibrosis (Tafuri WL, 1992), la lesién microvascular y la remodelaciéon miocardica (Jorg
ME, 1974; Rossi MA, 1990).

El hallazgo histopatologico més importante en la forma dilatada de la cardiopatia
chagasica cronica es la presencia de una miocarditis difusa con intenso dafio tisular y
muy escasa presencia de formas de T. cruz, en todas las autopsias y en el 93% de las
biopsias endomiocardicas. Esto apoyaria la hipdtesis de la patogenia autoinmune, que
indica que la presencia del T. cruz por si sola produciria cierto grado de inflamacion,
pero no seria un estimulo suficiente para producir una miocardiopatia dilatada. La
escasa presencia de parasitos en la miocardiopatia dilatada chagasica, llevo a inferir a
los investigadores que los linfocitos podian reconocer un componente especifico del
tejido miocardico y generar contra ¢l una reaccion de tipo inmunidad retardada como
resultado de la infeccion cronica por T. cruzi (Cunha-Neto E, 1999). Por su parte, la
apoptosis puede contribuir a la pérdida celular acelerada en pacientes con cardiopatia
avanzada, asi la activacion del sistema simpatico, renina-angiotensina-aldosterona, la
hipertrofia y dilatacion pueden ser estimulados también por genes especificos que

provocan una apoptosis prematura (Narula J et al., 1996).
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Si bien no esta definida su real patogenicidad, la existencia de autoanticuerpos
contra los receptores beta, los receptores muscarinicos, antigenos mitocondriales, etc.
(Ferrari I et al., 1995; Goin JC et al., 1999) formarian parte de los multiples factores
condicionantes de que algunos pacientes evolucionen hacia la miocardiopatia dilatada
chagésica y otros permanezcan de por vida en el periodo indeterminado de la
enfermedad.

En la actualidad se acepta cada vez mas que las citoquinas actuan como
mediadores esenciales de las respuestas inmunitarias normales o patologicas. Asi se ha
informado que el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a) deprime la contractilidad
cardiaca, cambia el potencial de membrana muscular, hace descender la tension arterial
y precipita el edema pulmonar (Matsumori A et al., 1994).

Estudios recientes demostraron que existen multiples factores relacionados con
la evolucién hacia el dafio miocardico con la consecuente insuficiencia cardiaca en la
enfermedad de Chagas, como tener mas de 40 afios, proceder de zonas de alta
endemicidad (Santiago del Estero, Chaco, Tucuman), haber habitado area endémica con
multiples reinfecciones por via vectorial, presentar examen fisico anormal, referir
sintomas, especialmente el sincope y la disnea, presentar patologias asociadas, realizar

actividades que demanden un esfuerzo fisico excesivo (Storino R et al., 1998).

Cuadro clinico. En la enfermedad de Chagas la evolucion hacia la insuficiencia
cardiaca, se produce sin mayores manifestaciones clinicas. El paciente chagésico,
muchas veces llega a la consulta médica cuando la enfermedad ya ha evolucionado en
forma considerable y en el caso particular de las arritmias ventriculares complejas, el
paciente padece la muerte subita sin haber consultado.

Como sintomas predominantes, se destacan la presencia de disnea, edemas,
palpitaciones y mareos (Storino R y Jorg M, 1994; Pondé A, 1960; Amorin DS, 1979).

Respecto de la muerte subita, muchas veces esta sucede en individuos que
ignoran su condicioén de infectados, carentes de sintomatologia, habitualmente adultos
jovenes que ante la realizacion de un esfuerzo o sin la mediaciéon del mismo, los

sorprende la muerte en forma repentina.
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1.1.3 Diagnostico de la Enfermedad de Chagas.

La modalidad evolutiva, la etiopatogenia y la historia natural de la enfermedad
de Chagas son factores que determinan la gran utilidad de los métodos de laboratorio
para su correcto diagnostico (Segura EL y Gonzalez Cappa SM, 1983). Se estima que
s6lo un 5% de los individuos infectados por via entomoldgica presenta una
sintomatologia clinica que permite le deteccion de la enfermedad durante su etapa
aguda. El resto de los infectados llega a la cronicidad, convirtiéndose en uno de los
reservorios del parasito (Freilij H y Storino R, 1994c).

El diagnostico infectoldgico se realiza basandose en un tripode constituido por la
clinica, la epidemiologia y el laboratorio. La prueba concluyente es la deteccion del
agente etioldgico en el paciente. Esto es relativamente sencillo y facil en la infeccion
aguda y congénita dado que en estos estadios la parasitemia es muy elevada (Schmufiis
GA et al., 1980; Freilij H et al., 1983). En cambio en el estadio cronico la parasitemia es
baja y la sensibilidad de las técnicas parasitologicas tradicionales permite la deteccion
del parasito s6lo en un pequefio porcentaje de casos. Por lo tanto, el estudio de los
anticuerpos especificos hacia T. cruz, es el recurso imprescindible para realizar el
diagnostico en la etapa cronica.

Los métodos de deteccion de anticuerpos son también utilizados para el estudio
de la sangre a transfundir, en caso de pacientes receptores de transplante de o6rganos y
para el estudio de otras formas de transmision de la enfermedad como son los accidentes
de laboratorio con materiales contaminados y la via alimentaria bucal (Lugones H et al.,
1979).

El desafio actual es mejorar el diagnostico en aquellos casos donde no es
posible realizarlo a través de la respuesta inmune en produccion de anticuerpos, como es
el caso de pacientes inmunosuprimidos o recién nacidos de madres infectadas, que
mantienen en circulacion sanguinea los anticuerpos maternos hasta después de los 6

meses de vida.
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[.1.3.1 Diagnéstico por blsqueda del parasito (método dir ecto)

El hallazgo e identificacion del T. cruz en la sangre periférica es el diagndstico
de eleccion en la etapa aguda de la enfermedad, tanto para infecciones entomoldgicas
como transfusionales y también en los primeros meses de la infeccion transplacentaria,
donde la alta parasitemia es practicamente constante. Existen numerosos métodos de
mayor a menor complejidad, entre los que pueden citarse como los mds utilizados

algunos de deteccion inmediata y otros tardios.

[.1.3.1.1 Métodos de deteccion inmediata

Gota fresca. Consiste en reconocer el parasito en una gota de sangre del
paciente, colocada entre porta y cubre objeto y observada al microscopio. Tiene una

sensibilidad del 92% en pacientes con alta parasitemia (Freilij H y Storino R, 1994c).

Gota gruesa. En este método se identifica al parasito por observacién de una
gota de sangre capilar desfibrinada sobre el portaobjeto y coloreada con Giemsa sin

fijacion. (Freilij H y Storino R, 1994c).

Método de concentracion de Strout. Se busca el parasito en el sedimento
obtenido de la centrifugacion del suero sanguineo, resultante de la retraccion espontanea
del codgulo de sangre. Se observa entre porta y cubreobjeto. Sensibilidad del 95% para

los casos agudos (Freilij H y Storino R, 1994c).

Método de concentracién en capilares para Microhematocrito. Se llenan 6
capilares heparinizados con sangre periférica, se centrifugan y se quiebran entre la capa
de leucocitos y eritrocitos. La fraccion de leucocitos se observa al microscopio, entre
porta y cubreobjeto, para el reconocimiento de los parasitos (Freilij H et al., 1983).
Tiene igual sensibilidad que el método de concentracion de Strout en la fase aguda y se
usa para el diagndstico de Chagas congénito y agudo en nifios (Freilij H et al., 1983;

Freilij H y Altcheh J, 1995).
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M étodo de silicones. Es un método de concentracion de parasitos. Se deposita la
sangre sobre aceite de silicones, que actlia como filtro. Se centrifuga y la parte superior
del aceite, donde quedan los parésitos suspendidos, se vuelve a centrifugar,

observandose el sedimento al microscopio (Freilij H y Storino R, 1994¢).

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). La reaccion en cadena de la
polimerasa es un método in vitro, el cual utiliza la sintesis enzimatica para multiplicar
exponencialmente, secuencias especificas de ADN. La reaccion utiliza oligonucledtidos
iniciadores o cebadores (primers), complementarios a la secuencia de ADN que
enmarca la region a amplificar. La PCR ha sido desarrollada para la deteccion de T.
cruzi en muestras de sangre pudiendo detectar, segiin datos reportados, hasta un parasito
en 20 ml de sangre (Avila HA et al., 1991; Britto C et al., 1993).

Si bien esta metodologia representa una de las mas sensibles y especificas, por
su dificultad y costo, aun no ha sido adoptada como técnica de uso corriente en los

laboratorios clinicos.

Hibridizacion con sondas. Este método ha sido desarrollado para la deteccion
de T. cruz y otros parasitos. Se utiliza una sonda marcada, la cual es complementaria a
regiones de ADN especificas del parasito. Se usa esencialmente en investigacion para el

estudio de subespecies del parasito (Baker RH Jr., 1990).

[.1.3.1.2 Meétodos de deteccion tardia

Xenodiagndstico. Este método consiste en la reproduccion en condiciones de
laboratorio del ciclo natural del pardsito en triatominos probadamente negativos,
alimentados con sangre del paciente. Se colocan sobre el brazo del paciente cuatro cajas
con 10 ninfas del tercer estadio cada una, se dejan alimentar durante 30 min, se retiran
las cajas y se guardan en condiciones de crianza del insecto, a oscuras y a 25-30°C. La
lectura se realiza entre los 30 y 60 dias por observacion de las heces del insecto entre
porta y cubreobjeto al microscopio. Su sensibilidad, realizando una sola determinacion,
es cercana al 100% en casos agudos y alrededor del 50% en la etapa cronica (Freilij Hy

Storino R, 1994c).
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Hemocultivo. Este método fue desarrollado segtn los resultados del crecimiento
de distintas formas del T. cruzi en medios de cultivo diferentes (Paolasso R y Basso B,
1979; Abramo Orrego L et al., 1980). La sangre anticoagulada del paciente se agrega a
los tubos con medio de cultivo y se incuba a 28-30°C con agitacién cada 24 hs. La
lectura se realiza entre los 10 y 60 dias de sembrada la muestra, por toma del material
recolectado en la superficie de los cultivos. La sensibilidad es similar a la del

xenodiagndstico (Freilij H y Storino R, 1994c).

1.1.3.2 Diagndstico por identificacion de anticuer pos (método indir ecto)

Fijacion del complemento (reaccion de Machado-Guerreiro). Un anticuerpo
especifico en presencia de antigeno forma un complejo antigeno-anticuerpo, capaz de
fijar el complemento por la fraccion Fc de la inmunoglobulina. Esta union se pone en
evidencia por un sistema indicador que permite que el complemento libre produzca la
hemolisis de un sistema hemolitico formado por hematies de carnero y hemolisina. Esta
técnica es compleja y dificil de reproducir por lo que ha caido en desuso (Freilij H y

Storino R, 1994c).

Reacciones de hemoaglutinacion indirecta (HAI). Utiliza globulos rojos, cuya
membrana ha sido modificada con acido tanico, para ser usados como particulas inertes
capaces de absorber los antigenos parasitarios. Los anticuerpos se unen a las particulas
tratadas, por el fendmeno de aglutinacion, que es facilmente visible (Cerisola JA et al.,

1967).

Reaccion de aglutinacion directa (AD). Esta técnica realizada en microplaca
utiliza una suspension de epimastigotes de T. cruz tratados con tripsina y formol,
observandose el fendémeno de aglutinacion en presencia de anticuerpos (Vattuone MH y
Yanovsky JF, 1971). La adsorcion de los sueros con el agregado de 2-mercaptoetanol
ayuda a la especificidad de la reaccion y es util también en la deteccion de moléculas de
IgM (Kagan I, 1980). Segtn resultados de Allain y Kagan (Allain D y Kagan I, 1974),
se obtiene una mayor sensibilidad con suero de pacientes agudos que con suero de

pacientes cronicos.
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Reaccion de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Esta técnica es una de las
reacciones mas sensibles de las desarrolladas en serologia que puede ser preparada para
la deteccion de IgM, en casos agudos (Kagan I, 1976) o IgG en casos cronicos
(Camargo ME, 1966). Se basa en la unién de los anticuerpos especificos a la superficie
de epimastigotes de cultivo, que se fijan enteros a portaobjetos. Esta union se visualiza
con un segundo anticuerpo (anti-inmunoglobulinas de la especie en estudio) marcado
con un fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina) que se fija al complejo antigeno-

anticuerpo y se observa en un microscopio de fluorescencia.

Reacciones inmunoenzimaticas. Estas técnicas conocidas como ELISA (del
inglés enzyme linked immunosorbent assay) (Engvall E y Perlman P, 1971), han sido
propuestas para el diagnostico de Chagas (Voller A, 1975) y se basan en Ia
inmovilizacién del antigeno en una fase solida, sobre la cual se une, en una primera
etapa, el anticuerpo. En una segunda etapa de la reaccion, el agregado de un segundo
anticuerpo (anti-inmunoglobulina de la especie en estudio) acoplado a una enzima
(generalmente fosfatasa alcalina o peroxidasa) se pone en contacto con el complejo
antigeno-anticuerpo, visualizandose el fendmeno cuando se incorpora a la reaccion el
sustrato especifico de la enzima utilizada. La reaccion se detiene con los reactivos

adecuados y puede cuantificarse por lectura de densidad optica en lectores de ELISA.

La practica serolégica actual.

La Organizacion Mundial de la Salud y las autoridades sanitarias argentinas
(MSA, 1995) recomiendan el uso de al menos dos pruebas en paralelo, y si ambas
pruebas estan realizadas por técnicas probadas con reactivos apropiados, es posible
definir el estado de mas del 98% de los sueros (Salles N et al., 1996).

Los ensayos mas utilizados en practica clinica en la actualidad son: HAIL, IFI y

ELISA.
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[.1.4 Tratamiento de la enfermedad de Chagas

El tratamiento de la enfermedad de Chagas es dificil debido a que el
Trypanosoma cruz no es susceptible a la mayoria de las drogas estudiadas, incluyendo
aquellas que resultan efectivas contra los tripanosomas africanos y otros protozoarios
(Marr J y Docampo R, 1986) y por otra parte no existen vacunas efectivas. Algunos
autores indican que el tratamiento de la enfermedad de Chagas en su fase cronica,
durante la cual son detectados la mayoria de los casos, podria disminuir los casos de
cardiopatia cronica (Levitus G y Levin MJ, 1998). Sin embargo, este es aun un tema
controvertido. La terapéutica comprende dos aspectos principales: el tripanomicida, que
tiene por objeto suprimir la infeccion por el pardsito a través de agentes capaces de
destruirlo, y el sintomatico, de las diferentes formas clinicas.

Dos medicamentos, el Nifurtimox (Lampit; Bayer 2502) y Benznidazol
(Radamil; Roche7-1051), activos sobre las formas sanguineas del parasito, han
demostrado buenos resultados en casos agudos (de Andrade AL et al., 1996), con una
supresion de la parasitemia y negativizacion de los examenes seroldgicos en el 60% de
los casos. En cambio, sus efectos en pacientes cronicos son sumamente controvertidos
(Storino R y Jorg M, 1994; Fabbro D et al., 2000), sumado a los efectos colaterales que
pueden causar estas drogas en tratamientos prolongados. También se han realizado
estudios de pacientes cronicos tratados con Allopurinol, obteniéndose una efectividad
similar a la de Nifurtimox y Benznidazol en la supresion de la parasitemia. La ventaja
de esta droga seria la falta de efectos secundarios (Tanowitz HB et al., 1992), sin
embargo atn no existe suficiente informacion acumulada en la bibliografia mas reciente

sobre ensayos exitosos que permitan recomendar su utilizacion.

1.2 Factores de riesgo asociados a la Enfermedad de Chagas

El desarrollo de lesion cardiaca en la Enfermedad de Chagas es el resultado de la
interaccion entre el huésped y el parasito, ademas de otros factores de riesgo, que como

tales podrian influir.
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Respecto a esto, son multiples los factores de riesgo que se han sefialado como
determinantes del desarrollo de la cardiopatia chagasica en la etapa crénica de la
enfermedad (Storino Ry Milei J, 1990; Zicker F et al., 1990). Entre ellos, la genética del
T. cruz (cepa infectante) (Apt W et al., 1987; Miles MA et al., 1981a), el componente
genético del huésped (Teixeira VAP et al., 1987; Llop E et al., 1988), la gravedad de la
etapa aguda (Dias JCP, 1985), la edad, el estado de nutricion (Storino R, 1986a) y el
tiempo de exposicion en area endémica (Castro CN, 1980; Macedo VO, 1973).

Existen, ademas, otros factores de riesgo como alcoholismo, tabaquismo,
obesidad, hipertension, que suelen estar asociados con cardiopatias en la poblacion
general (Piano MR y Schwertz DW, 1997; Hartz AJ et al., 1984; Bray GA, 1985; Novo
S et al., 1997, Coughlin SS et al., 1994), y que podrian influir en la severidad de la

cardiopatia chagasica.

[.2.1 Genética de las poblaciones de T.cruz.

Las divergencias genéticas observadas entre algunas cepas de T. cruzi son
analogas a las observadas entre cepas de Leishmania pertenecientes a diferentes
complejos y especies (Tibayrenc M y Ayala FJ, 1998). Las leishmaniasis son
enfermedades que presentan diversas patologias, estrechamente relacionadas con la
variabilidad genética de los agentes. La patologia de la enfermedad de Chagas es
también variable y algunos trabajos recientes tambien comienzan a relacionarla con la
variabilidad genética del parasito (Risso MG et al., 2004; Marinho CR et al., 2004).

Géneticamente, el taxon T. cruzi ha sido clasificado de diferentes formas, de
acuerdo a la metodologia utilizada para esto, en Zimodemas, Eschizodemas, y mas

recientemente en clones.
[.2.1.1 Zimodemas

Trabajos previos demuestran que el T. cruzi presenta una gran heterogeneidad
isoenzimdtica (Toyé PJ, 1974; Miles MA et al., 1977). Las isoenzimas, al expresar

indirectamente los genotipos de los genes correspondientes, han sido utilizadas como

marcadores evolutivos y en la construccion de filogenias.
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Estudios isoenzimaticos realizados en la mayoria de los paises del Cono Sur
permitieron la deteccion de una gran variabilidad de cepas de T. cruz aisladas de
diversos huéspedes, que recibieron el nombre de Zimodemas (Tibayrenc M et al., 1983,

1984 y 1986; Tibayrenc and Miles, 1983; Tibayrenc and Ayala, 1988).

[.2.1.2 ClonesdeT. cruz

A partir de los datos obtenidos de los estudios isoenzimaticos, se analizo el
modo de multiplicacion del T. cruzi en la naturaleza, comprobandose que lo hace de
forma asexuada, generando una estructura de poblaciones esencialmente clonal
(Tibayrenc M et al., 1981 y 1991; Tibayrenc M and Ayala FJ, 1988). Esta estructura
clonal implica la existencia de entidades independientes (clones), las cuales pueden
presentar propiedades bioldgicas diferentes.

El kinetoplasto del T. cruz constituye 20-25% del ADN total del parasito. Las
moléculas de ADN kinetoplastico (ADNk) estdn organizadas como maxicirculos y
minicirculos asociados. Cada kinetoplasto comprende 25.000 a 30.000 minicirculos
(Simpson L, 1986). Los primeros estudios de electroforesis de los minicirculos del
ADNK, cortados con endonucleasas de restriccion, permitieron identificar patrones
diferentes en las distintas cepas de T. cruz analizadas, conocidos con ¢l nombre de
“Eschizodemas” (Morel C et al., 1980).

Estos minicirculos kinetopldsticos estan constituidos por regiones con
secuencias nucleotidicas constantes alternadas con regiones con secuencias
nucleotidicas variables (High variable Region: HVR) (fig. II.1). Estas HVR han sido
obtenidas de cualquier cepa del taxon T. cruzi por PCR (Veas F et al., 1991; Avila HA
et al., 1991), lo que permiti6 su utilizacion para diagnostico. Estas HVR, amplificadas y
marcadas, se han utilizado como sondas para la deteccion del parasito en sangre y en
vectores, y para la tipificacion de las subpoblaciones de T. cruzi (Breniere SF et al.,
1992). Los primeros estudios filogenéticos realizados con esta técnica permitieron
establecer que las secuencias de las HVR son especificas de subgrupos de clones
filogenéticamente distintos (Breniere SF et al., 1998).

Estos estudios genéticos (Tibayrenc M, 1998; Souto RP et al., 1996) mostraron

concordancia con los estudios isoenzimaticos, observandose que las poblaciones de T.

24



Introduccion

cruzi se reparten en dos principales linajes (“clade” o filum), cada uno muy polimorfo, a

los que se denomino Tc I 'y Tc II, distribuidos sobre extensas areas geograficas.

Algunos grupos en Argentina han comenzado a caracterizar genéticamente
algunos aislados de T. cruz, de vectores y de sangre de pacientes infectados (Diosque P
et al., 2003; Diez C et al., 2003; Marcet P et al., 2003) y se ha comenzado a investigar
diferentes patrones de expresion de factores de virulencia segin la cepa infectante

(Risso MG et al., 2004).
Los estudios genéticos de la cepa infectante serian muy importantes desde el
punto de vista de las implicaciones epidemioldgicas, entre ellas la relacién con

endemicidad y con patologia humana.

1.2.2  Genética del huésped infectado con T. cruzi. Moléculas HLA-Clase 11

Los residuos polimorficos de las moléculas humanas clase II tienen una funcién
fundamental en el control de las interacciones celulares responsables de las respuestas
inmunes. Es sabido que las células CD4 reconocen péptidos presentados por moléculas
clase II-CMH, compuestas por cadenas a y B, con un sitio en forma de hendidura
constituido por los dominios polimoérficos de ambas cadenas donde se aloja el péptido a
ser presentado. La expresion de estas moléculas estd restringida a las células
presentadoras de antigenos, tales como los fagocitos mononucleares, las células
dendriticas y los linfocitos B. Los epitopes que son reconocidos por las células CD4 son
generalmente de origen extracelular y derivan del endosoma (Kaufmann SHE, 1998).
De acuerdo con ello, los patégenos intracelulares que se localizan en el endosoma son
procesados fundamentalmente a través de la via de las moléculas clase II. La principal
caracteristica de las células CD4 es su actividad cooperadora y tras el reconocimiento
del antigeno y posterior activacion, las mismas sintetizan una variada serie de citoquinas
que les permiten estimular la produccion de anticuerpos o bien activar los mecanismos

efectores antimicrobianos de las células fagociticas.
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Todo esto ha llevado a la realizacion de estudios relacionando la susceptibilidad
a distintas enfermedades con los antigenos leucocitarios humanos (HLA) y su funcion

en la generacion y regulacion de la respuesta inmune (Benacerraf B, 1981).

1.2.2.1 Tipificacion molecular de HLA Clase Il en individuos infectados con T.

cruz

Existen tres tipos de moléculas HLA Clase II presentes en la superficie de las
células: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, cada una compuesta por cadenas o y . Las
primeras técnicas de tipificacion molecular disefiadas para los loci de los genes HLA de
clase II aprovechan el hecho de que el polimorfismo en estos genes se halla concentrado
en un solo dominio de la molécula, el al en las cadenas DRA, DQA y DPA, y el
dominio B1 en las cadenas DRB, DQB y DPB. Estos dominios proteicos estan
codificados por exones separados en el genoma y ademas, los diversos alelos poseen
secuencias idénticas al comienzo y al final del exén. Ello ha permitido el disefio de
reacciones de PCR para amplificar estos alelos a partir del ADN gendémico y facilitar su
posterior analisis. El producto de PCR, hibridizado a una coleccion de sondas
oligonucleotidicas especificas de secuencia, permite identificar los diferentes alelos
(Erlich H et al., 1991). Esta metodologia, que recibe el nombre de PCR-SSO
(Polymerase Chain Reaction- Sequence-Specific Oligonucleotide), fue estandarizada
para el 11° Taller Internacional de Histocompatibilidad (Japén, 1991) y fue actualizada
para el 12° Taller de Histocompatibilidad (Francia, 1996).

Estudios de polimorfismo de moléculas HLA clase II en Enfermedad de Chagas
han asociado estas moléculas con diferente susceptibilidad a la infeccion (Acquatella H
et al., 1984; Llop E et al., 1988; Sierp GM and Albert ED, 1992). En los mas recientes,
se mostro una expresion diferencial de algunos antigenos HLA en aquellos infectados
con CCC (Fernandez-Mestre MT et al., 1998; Colorado IA et al., 2000; Nieto A et al.,
2000).
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1.2.3  Otros factores de riesgo asociados a la enfermedad de Chagas

Como ya se comentara mas arriba, existen una serie de factores que por su
frecuencia en la poblacion general, también se presentan en los individuos infectados y
como tales pueden contribuir a la generacion de daio tisular. Entre los mas destacados

merecen citarse:

1.2.3.1 Alcoholismo

Existen evidencias de que la ingestion cronica de alcohol reduce la resistencia a
la infeccion bacteriana en el hombre dada la interferencia con los mecanismos
inmunolégicos (Adams HG, 1984; Smith FE, 1976). También se ha observado una
respuesta humoral disminuida frente a ciertos antigenos, en etilistas cronicos (Gluckman
SJ et al., 1977). Sin embargo, se ha descripto elevacion parcial o total de
inmunoglobulinas séricas en los pacientes alcohdlicos (Adams HG y Jordan C, 1984,
Bijorkholm M, 1980; Iturriaga H et al., 1977).

Con respecto a la enfermedad de Chagas ain no se ha aclarado el rol que
desempefia la presencia del alcoholismo cronico en la evolucion natural de la
miocardiopatia, si bien es conocida la elevada proporcion de pacientes con habitos
etilicos (Storino R y Milei J, 1986a). Manigot y col. (Manigot DA et al., 1983), luego de
comparar pacientes chagésicos cronicos alcohdlicos con no alcohélicos encontraron un
numero similar de pacientes asintomaticos con electrocardiograma y telerradiografia de
torax normales en ambos grupos, mientras que la frecuencia de xenodiagnosticos
positivos fue mayor en el grupo etilista.

Estudiando la intoxicacion cronica con etanol sobre la evolucion de la infeccion
con T. cruzi en ratones, Gomes y Pereira (Gomes N das G y Pereira FE, 1989)
encontraron: mortalidad semejante al grupo control, mayor parasitemia en fase aguda y
cronica, miocarditis con exudado inflamatorio menos intenso y fibrosis miocardica mas
extensa en la fase cronica.

Segun Burch, es probable que el etanol induzca una mayor proliferacion
fibroblastica con aumento de la neoformacion de colageno e incremento del tejido

conectivo a nivel miocardico (Burch GE et al., 1971).
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[.2.3.2 Tabaguismo

El consumo de tabaco constituye uno de los principales riesgos para la salud del
individuo y es la principal causa de morbimortalidad prematura y previsible en
cualquier pais desarrollado. El hecho de que los fumadores tienen alrededor de un 80%
de incremento en el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular (ECV) fue
consistentemente demostrado a lo largo de los ultimos 30 afios por diferentes
investigadores (Hennekens CH et al., 1984). Segiin multiples articulos publicados en la
literatura se reconoce que el habito de fumar acelera el metabolismo de la placa de

ateromas, promueve su ruptura y la trombosis.

[.2.3.3 Obesidad

La obesidad es la enfermedad metabolica que mdas prevalece en el mundo
occidental y constituye una causa muy importante de incremento de la morbimortalidad
en los paises desarrollados, acortando la esperanza de vida de la poblacion. La obesidad
es considerada en la actualidad como un factor de riesgo independiente de ECV. El
riesgo, que aumenta continuamente con niveles mas elevados de peso corporal, es un
34% mayor para personas con sobrepeso y un 104% para individuos obesos (Kenchaiah
S et al., 2002). Ademas, existe evidencia de que el sobrepeso da lugar a un aumento de
la mortalidad cardiovascular asociado a enfermedades coronarias y accidentes
cerebrovasculares (Wynder EL, 1995), y que las tasas de mortalidad por enfermedad
cerebrovascular y cardiopatia isquémica aumentan progresivamente a partir de un indice
de masa corporal (IMC) de 25 kg/m” (Ketola Eet al., 2000; Ketola E, 2001).

Se ha demostrado que muchos de los pacientes que pierden como minimo el 5%
de su peso inicial experimentan mejorias en los factores de riesgo cardiovasculares y en
las enfermedades coexistentes (Ketola E, 2001). Estd demostrado que, tanto en hombres
como en mujeres, pequefias reducciones de tan sélo el 5% al 10% del peso corporal
logran descender significativamente los valores de la tension arterial (McCarron D,
1996).

Al analizar el papel de la obesidad como factor de riesgo cardiovascular se ha de

tener en cuenta que ésta se asocia de forma muy frecuente con otros factores de riesgo

28



Introduccion

como son la hipertension arterial (HTA), o la hipercolesterolemia, por lo que no siempre

resulta facil aislar su efecto.

[.2.3.4 Hipertension arterial (HTA)

La HTA es un factor de riesgo mayor para el desarrollo de ECV (Goode GK et
al., 1995; European Atherioesclerosis Society and European Society of Hypertension,
1994; Stamler J., 1991; Flack JM, 1995; Joint National Committee on Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure, 1997; Bull. World Health Organ.,
1999). Segun estos estudios el riesgo de desarrollar ECV aumenta progresivamente con
el aumento de la presion arterial sistolica (PAS) y diastolica (PAD). Los individuos
cuyos valores de PAD se mantienen en forma persistente en repetidas mediciones por
encima de los 90 mmHg, poseen un riesgo elevado de morbilidad y mortalidad por
ECV. Seglin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se consideran con HTA
esencial establecida a los individuos con valores de PAS mayores o iguales a 160
mmHg o PAD mayores o iguales a 95 mmHg. Aquellos individuos que poseen valores
en el rango 140-160 mmHg para PAS y 90-95 mmHg para PAD se definen como
hipertensos “borderline” (Joint National Committee on Detection, Evaluation and
Treatment of High Blood Pressure, 1997). A pesar de que en ellos el riesgo de ECV es
mas bajo que en los hipertensos, estos pacientes se favorecen con el tratamiento,
especialmente si presentan otros factores de riesgo asociados. La severidad de la
condicién clinica de cada paciente depende de todos los factores de riesgo que éste
presente y, ademas, del dafio organico asociado.

La HTA no tratada incrementa el riesgo de dafio vascular involucrando tanto las

arterias pequefias y arteriolas como las grandes arterias.

1.2.4 Interacciones de factores de riesgo

En la génesis de la lesion vascular la hiperlipidemia es un hecho determinante,
sin embargo no es el Unico factor. Si consideramos que la lesion endotelial es un
contribuyente mayor para el dafo vascular, hay tres entidades que inciden

selectivamente en dafiar el endotelio: la diabetes, el tabaquismo y la HTA; que son los
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principales responsables de tal dafio. La asociacion de estos factores aumenta y acelera
el dafio organico y puede ademas determinar el tipo de lesion que se desarrollara.

Es bien conocido que la coexistencia de varios de los factores de riesgo
asociados multiplica exponencialmente el riesgo de padecer ECV (Hennekens CH et al.,
1984). Los distintos factores inciden sobre el individuo en forma combinada,
provocando un efecto multiplicador sobre el riesgo. Es decir que la epidemiologia
cardiovascular se caracteriza por tener una etiologia multifactorial en la que los factores
de riesgo se potencian entre si y, ademas, se presentan frecuentemente asociados.

Cualesquiera sean los mecanismos precisos que actien en la evolucion de la
cardiopatia chagésica, podria especularse que algunos factores de riesgo asociados
(FRA), de hallarse presentes, podrian actuar conjuntamente a los procesos patoldgicos

propios de la enfermedad para producir o exacerbar el dafio tisular.

1.3 Respuesta inmune en la infeccion con T. cruz

Por tratarse de un parasito que ademas de replicarse dentro de las células
también exhibe formas circulantes, el control de la infeccion con T. cruzi requiere la
participacion de distintas poblaciones de células inmunocompetentes, tales como los
macrofagos, células NK y linfocitos T y B (Kierszenbaum F et al., 1974, 1976, 1979;
Schmuiiis GA et al., 1971; Rottenberg M et al., 1988). A lo largo de la infeccion aguda
tiene lugar una amplia estimulacion del sistema inmune con una importante activacion
policlonal de linfocitos periféricos (Minoprio P et al., 1989).

En la fase temprana de la respuesta inmune la infeccion es limitada o contenida
por mecanismos innatos que mayormente estan a cargo de los monocitos de sangre
periférica y por los macro6fagos residentes en los tejidos (Celentano AM y Gonzalez
Cappa SM, 1993). Si el agente patogeno logra sobrepasar esta primera linea de defensa,
se estimulan las células T antigeno especificas que cooperan con los macrofagos en el
foco inflamatorio para resolver la infeccion. Las formas tripomastigotes del T. cruz no
so6lo son captadas por las células fagociticas sino que también pueden invadir

activamente a las mismas.
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En los inicios de la infeccion, los macrofagos sintetizan FNT-a e Interleuquina
12 (IL-12). Ambos mediadores activan a las células Natural Killer (NK), para que a su
vez produzcan Interferon y (IFN-y). Este IFN-y, que es aportado por las células NK, no
solo activa los macréfagos para que se transformen en microbicidas, sino que ademas
inicia la diferenciacion de las células T “helper” 1 (productoras de IFN-y e IL-2). Los
macroéfagos activados, a su vez, aumentan los niveles de FNT-a y de otras citoquinas
involucradas en la defensa local contra la infeccion. La importante produccion de 1L-12
en los primeros estadios de la enfermedad experimental (Antunez MI y Cardoni RL,
2000) hace que las células NK desempefien un rol esencial en la amplificacion de la
respuesta antiparasitaria, dando lugar a una reaccién mucho mas armada y enérgica con
la consiguiente atraccion y activacion de mas fagocitos al sitio de la infeccion. La IL-18
es otra citoquina que incrementa la actividad de las células NK, de manera
independiente de la IL-12 (Hyodo Y et al., 1999). A su vez, en los Gltimos afios se
demostré que los glicoconjugados presentes en la superficie de los tripomastigotes
(semejantes en muchos aspectos al Lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram
negativas), tienen la capacidad de estimular los macrofagos del huésped para la sintesis
de abundantes citoquinas pro-inflamatorias, (IL-1, IL-6, IL-12 y FNT-a), asi como de
Oxido Nitrico (ON), (Camargo M et al., 1997; Almeida I et al., 2000).

Asi como al IFN-y se lo asoci6 a resistencia, la susceptibilidad podria depender
ya sea del déficit en la produccidon de citoquinas inflamatorias, como se describio
anteriormente (Antinez M y Cardoni R, 2001), o bien de una produccién abundante de
citoquinas supresoras, especialmente IL-10 y TGF-B, que actian inhibiendo la
activacion del macrofago (Gazzinelli R et al., 1992).

Pareceria ser que la resistencia o susceptibilidad no es una respuesta todo o nada,
sino mas bien, el resultado del balance entre efectos antagénicos ejercidos en parte
sobre la funcién del macréfago y los mecanismos defensivos en sentido amplio. Como
dato ilustrativo de este ultimo aspecto vale la pena sefialar una serie de estudios en
ratones vacunados con T. rangeli donde la proteccion conferida por dicha inmunizacion
sobre el curso de la infeccion con T. cruz letal estuvo asociada a importantes cambios
en los niveles de estos mediadores. Asi, los animales protegidos mostraron un descenso

en la presencia de IL-6, IL-10, ON, IL-18 y FNT como asi también en la bioactividad de
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este ultimo mediador (a juzgar por la relacion entre el mismo y receptor soluble),
mientras que la liberacion de IL-12p40 aparecid incrementada. De ello se desprende que
el estado de proteccion no siempre esta ligado al desarrollo de un tipo excluyente de
respuesta inmune celular e incluso lleva a cuestionar el rol protector del ON durante la
fase aguda de la infeccion (Cervetta L et al., 2002; Basso B et al., 2004).

No obstante la accidon protectora que pueden desarrollar los macréfagos y las
células NK en los primeros momentos de la infeccion, es evidente que una respuesta
inmune eficaz requiere de la participacion de las células T CD4+ y CD8+. La presencia
de células T no sélo es esencial para la cooperacion con las células B en la produccion
de anticuerpos especificos, sino también para la provision de las citoquinas que
estimulan la destruccion intracelular de los parasitos (Brener Z, 1986). La importancia
de las células T CD8+ podria fundamentarse en el hecho de que el T. cruz es capaz de
invadir y replicarse en una variada serie de células que no expresan moléculas clase 11
(Andrade ZA, 1991), con lo cual escaparian a la accion de los linfocitos CD4. Sumado a
ello, el hecho de que dentro de las células los tripanosomas escapan al citosol (Mauél J,
1996) haria factible que los antigenos parasitarios accedan a las moléculas clase 1.

Cabe mencionar que, si bien en la etapa aguda de la infeccion se induce una
fuerte activacion policlonal de linfocitos tanto B como T in vivo (Minoprio P et al.,
1989), esto va acompafiado de una marcada reduccion de la proliferacion de estas
células al ser estimuladas in vitro, tanto con antigenos propios del parasito como con
activadores policlonales y antigenos no relacionados (Harel-Bellan A et al., 1985;
Ramos C et al, 1986; Cunninham D y Kuhn R, 1980). La alteracioén de la respuesta
inmune celular también se manifiesta in vivo por una atenuacion de la respuesta de
hipersensibilidad tardia (RHT) a antigenos no relacionados (Reed S et al., 1977) y por
falta de reactividad hacia componentes del pardsito (Rowland E y Kuhn R,
1978;Rottenberg M), incluso supresion de la sensibilidad por contacto a la oxazolona
(Reed S et al., 1978).

Esta deficiencia de la inmunidad mediada por células se atribuyd tanto a la
capacidad del parasito para evadir la respuesta inmune y persistir en el huésped
(Kierszenbaum F., 1981), como a mecanismos reguladores tendientes a controlar la

funciéon de un sistema inmune sobre estimulado (Brener Z y Gazzinelli RT, 1997).
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Aparejado a ello, los trastornos inmunoregulatorios resultantes podrian estar implicados
en la inmunopatologia de la lesion tisular (Minoprio P et al., 1989).

La pérdida de la capacidad de las células linfoideas de proliferar durante la etapa
aguda de la infeccion experimental se asoci6 a variados mecanismos no excluyentes
entre si, tales como una reduccion de la produccion de IL-2 (Harel-Bellan A et al., 1985;
Harel-Bellan A et al., 1983; Tarleton, R., 1988), disminucion de la expresion del
receptor para IL-2 (Rottenberg M et al., 1989) y fendémenos de supresion mediados por
células T CD8&+ (137).

Dentro de las células que se expanden a raiz del importante grado de activacion
inmunoloégica del periodo agudo, a nivel esplénico también se han identificado los
linfocitos y8. Esta subclase de células T representa un puente en la linea defensiva
entre la inmunidad innata y la adquirida. Respecto de ello Cardillo y col. (Cardillo F et
al., 1993) han demostrado que de acuerdo a la edad del huésped estas células son
capaces de modular la intensidad de la parasitemia, la mortalidad y la inflamacion
tisular.

La activacion policlonal de células B da como resultado un aumento de la
produccion de inmunoglobulinas de todos los isotipos, aunque muy poco de lo
inicialmente secretado es especifico para el parasito. Las células B, que reconocen a los
antigenos del pardsito, reciben las sefiales cooperadoras del sector T
(predominantemente las TH2), y comienzan a producir anticuerpos con capacidad para
fijar el complemento o bien opsonizar. Estos anticuerpos pueden, entonces, facilitar la
fagocitosis y destruccion de los parasitos por los macrofagos (Umekita LF y Mota I,
2000) y contribuir en forma sustancial al control de la infeccion. Se ha observado que
los anticuerpos son los responsables de la sobrevida de animales susceptibles durante la
fase inicial de la infeccion y del mantenimiento de bajos niveles de parasitemia durante
la fase cronica. Estos son capaces de atenuar el desarrollo de enfermedad al ser
transferidos a receptores sin tratamiento alguno (Krettli AU y Brener Z, 1982).

Segun la etapa de la enfermedad, se reconocen anticuerpos anti-T.cruz con dos
funciones diferentes. Mientras que los anticuerpos con actividad litica aparecen
rapidamente durante la fase aguda y pueden mantenerse aun en la cronicidad, los
anticuerpos de “clearance” se detectan en etapas mas tardias de esta fase como asi

también en el periodo cronico. Los anticuerpos liticos son principalmente de clase
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IgM, y pueden inducir la lisis mediada por complemento de los tripomastigotes
circulantes. Los anticuerpos de “clearance” estan involucrados en procesos mediados
por células. Se propone que estos anticuerpos pueden cambiar el curso de la infeccion al
dirigir a los parasitos hacia células que los puedan destruir. También se ha comprobado
la existencia de anticuer pos bloqueantes, que son anticuerpos especificos asimétricos
monovalentes. Estos anticuerpos no pueden cumplir las funciones efectoras
fundamentales para la eliminacion del parasito como la fijacion del complemento y la
promocion de la fagocitosis (Margni RA, 1989). La estimulacion repetida con un
antigeno particulado por periodos prolongados, como ocurre en esta enfermedad, induce
un aumento en la proporcion de estos de anticuerpos en el suero de las personas
infectadas. Se calcula que pueden representar entre el 30 y el 70 % de los anticuerpos
totales. Su presencia dificulta los mecanismos de defensa en individuos con infeccion
cronica y podria favorecer los mecanismos de escape del parésito (Margni RA y Malan
Borel I, 1998).

Si bien los anticuerpos son muy efectivos para controlar la infeccién, nunca
eliminan por completo al T.cruz. El parasito ha desarrollado mecanismos de evasion
que le permiten escapar al ataque de las inmunoglobulinas y el complemento. No
obstante, durante el transcurso de la enfermedad aguda, la parasitemia desciende
notablemente en el momento en que la presencia de anticuerpos especificos es
claramente detectable, lo cual habla en favor del papel protector de la inmunidad
humoral contra las formas circulantes del parasito (Brener Z, 1980; Krettli AU y Brener
Z,1976).

Principales citoquinas de la respuesta inmune hacia e T. cruz. Dado que los
componentes de la defensa hacia el T. cruz incluyen variados elementos celulares y
mediadores (Brener Z y Gazzinelli RT, 1997), es facil suponer que el estado de
activacion de los macrofagos, células NK y linfocitos T dependa en gran medida de la
presencia de citoquinas estimuladoras o inhibidoras, cuya sintesis puede hallarse
afectada durante la infeccion.

El FNT-a ejerce un rol esencial tanto en los eventos tempranos como en los
tardios de la respuesta antiparasitaria y la inflamaciéon que coexiste con la misma. Como
tal puede hallarse involucrado en la localizacion del agente infeccioso, la amplificacion

de la respuesta celular y dafio tisular.
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La participacion exacta del FNT-a en la infeccion con T. cruz es una cuestion
todavia discutida dado los efectos tanto protectores como nocivos en el animal infectado
(Truyens C et al., 1995; Black CM et al., 1989; Starobinas N et al., 1991). Si bien en
algunos casos se ha comprobado que el FNT-a favorece el control de la replicacion de
los parésitos en los macrofagos y el desarrollo de una proteccion efectiva (Black CM et
al., 1989; De Titto E et al., 1986; Santos Lima EC et al., 1997, Castaios-Veles E,
1998), otros estudios han demostrado que esta citoquina también puede ejercer acciones
nocivas para el huésped (Truyens C et al., 1995). Este efecto dual del FNT-a podria
deberse a que la produccién inducida en la etapa inicial de la infeccion fuese protectora
para el control de la parasitosis mientras que si se descontrola la infeccion, se liberarian
grandes cantidades de FNT-a a la circulacion con el consecuente deterioro y caquexia
seguida de muerte por colapso circulatorio.

Una serie de estudios experimentales con T. cruz, han puesto en evidencia que
el IFN-y tiene un efecto protector in vivo sobre la infeccion ya que reduce
ostensiblemente la severidad de la enfermedad aguda, como asi también la mortalidad y
la inmunosupresion que acompaia a la misma (Reed SG, 1988).

Un numero importante de estudios experimentales dan pie para pensar que la
produccion de ON es un factor de relevancia para la lisis del T. cruzi por macrofagos
como asi también para el control de la infeccion in vivo (Gazzinelli RT et al., 1992;
Vespa GNR et al., 1994; Petray P et al., 1995). Estudios llevados a cabo en ratones han
demostrado que la respuesta inmune protectora hacia T. cruz, basada en la activacion
microbicida del macrofago por el IFN-y, se halla mediada por la sintesis de ON. Otras
citoquinas pro-inflamatorias, como el FNT-o y la IL-12, también son capaces de
aumentar la capacidad tripanomicida de los macréfagos, favoreciendo el control de la
replicacion de las formas intracelulares (Black CM et al., 1989; Golden JM y Tarleton
RL, 1991; Mufioz Fernandez MA et al., 1992; Silva JS et al., 1995).

La IL-12 es una de las citoquinas mas relevantes en la respuesta inmune
protectora durante la infeccion aguda contra parasitos intracelulares (Sypeck JP et al.,
1993) y bacterias (Tripp CS et al., 1994). Basicamente, la IL-12 induce la produccién de
IFN-y por parte de los linfocitos T y las células NK, potencia la actividad y

proliferacion de las células NK y de los linfocitos T.
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También se ha estudiado la produccion de citoquinas que durante la infeccion
contraregulan al IFN-y y al FNT-a. Por ejemplo, la IL-10 es una molécula que interfiere
en el desarrollo de respuestas Thl, inhibiendo la produccion del IFN-y dependiente de
las células T como asi también la sintesis de otras citoquinas y ON por parte de los
macrofagos (Moore KW et al., 1993). Para el caso de la infeccion experimental con T.
cruz algunos estudios han demostrado un agravamiento de la enfermedad vinculado a la
reduccion, por parte de la IL-10, tanto sobre la actividad tripanomicida como sobre la
produccion de FNT-a de los macrofagos activados por IFN-y (Gazzinelli RT et al.,

1992; Silva JS et al., 1992).

No obstante los mecanismos de resistencia que el sistema inmune pone en marcha,
es necesario tener en cuenta que la mayoria de los parasitos pasan por ciclos de vida
complejos con multiples etapas, con caracteristicas morfologicas diferentes, y por lo
tanto contienen una gran variedad de antigenos. Por otra lado, a lo largo de millones de
afos, los parésitos han desarrollado estrategias sofisticadas y altamente evolucionadas
para adaptarse a sus huéspedes y para evadir el ataque del sistema inmune. Como
resultado de esto, las infecciones parasitarias como la tripanosomiasis Sudamericana
son generalmente cronicas y la calidad de las respuestas inmunoldgicas varia
considerablemente en las diferentes fases de la infeccion (Moll H et al., 1996; Pearce E
et al., 1999).

Se considera a una respuesta inmune protectora aquella que permite al huésped la
eliminacion definitiva de los parasitos, situacion que rara vez acontece. En la situacion
mas comun y beneficiosa, el sistema inmune protege parcialmente al huésped y
previene la infeccion letal pero durante dicho accionar también se desencadenan eventos

inmunopatologicos.

1.4 Patogenia de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas compromete fundamentalmente tres sitios no
coincidentes: inflamacion del corazon, dilatacion del es6fago o colon, y anormalidades

del sistema nervioso central, con una ocurrencia aproximada del 30%, 5% y menos del

36



Introduccion

5% de individuos infectados, respectivamente (Moncayo A, 1999). Vale decir que mas
de la mitad de los individuos infectados no desarrollan ninguna de estas patologias.

La manifestacion mas frecuente en la Argentina es la cardiaca y una de las
mayores dificultades para estudiar la patogenia de la CCC es debida a la lenta evolucion
de los procesos que intervienen en la misma (Cossio PM et al., 1980). Los individuos
que van a desarrollar la enfermedad la manifiestan entre 15 a 30 afios después de la
entrada del parésito al organismo (Laranja FC et al., 1956). Esta situacion hace dificil
obtener conclusiones basadas en el seguimiento clinico de los individuos infectados y de
los hechos que intervienen en el pasaje de la miocardiopatia latente indeterminada a la
sintomatica (Cossio PM et al., 1983).

Estas dificultades se han acentuado por la ausencia de un modelo experimental
que reproduzca satisfactoriamente la CCC humana (Bolomo NJ et al., 1980; Brener Z,
1982). Si bien los estudios electrocardiograficos y radioloégicos han brindado una
valiosa informacion, los estudios necropsicos en humanos han sido los que mas
aportaron al conocimiento de la patogenia de la enfermedad (Laranja FC et al., 1956;
Vianna C, 1911; Andrade Z y Andrade SG, 1980).

Después de mas de una centuria de investigacion, los mecanismos de la
patogénesis de la enfermedad de Chagas no son claros y estdn en debate. Por qué s6lo
algunos individuos desarrollan la enfermedad, qué determina tanta variabilidad en las
manifestaciones de la enfermedad, cudl es la razén para las manifestaciones tardias, son
algunas de las muchas preguntas que se han hecho los clinicos e investigadores durante

las ultimas décadas.

I1.4.1 Posibles mecanismos de la patogénesis cardiaca

El examen macroscdpico de los corazones de pacientes que han muerto por falla
miocardica, secundaria a la enfermedad de Chagas, revela un engrosamiento
biventricular con ocasionales aneurismas apicales y trombo mural. Histol6gicamente, el
tejido se caracteriza por fibrosis intersticial difusa, infiltracion de linfocitos y
miocitolisis, las cuales ocurren en aparente ausencia o escasa presencia de parasitos.
Hoy sabemos que el ADN del parasito esta presente en el sitio inflamatorio (Zhang L y

Tarleton SL, 1999), y posiblemente también los antigenos proteicos, ain si los
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amastigotes intactos no estan presentes, aunque se han encontrado amastigotes en un
alto porcentaje de biopsias de individuos cronicamente infectados (Anez N et al., 1999).
Aun asi algunos investigadores suponen que las observaciones iniciales son las reales y
que en muchas de las lesiones inflamatorias en la enfermedad chagasica del corazon hay
ausencia de microorganismos. Los cambios fibroticos y la inflamacion cronica también
se han encontrado en el sistema de conduccion del corazon, al observar la alta
incidencia de arritmias entre estos pacientes.

Se ha sugerido que el desarrollo de la enfermedad de Chagas podria estar

asociado a seis posibles mecanismos patogénicos:

1) Dafio tisular causado por €l parasito. Se ha demostrado que en pacientes
recientemente infectados o inmunodeprimidos con infeccion aguda, la penetracion y
proliferaciéon del parasito dentro de las células alcanza su grado maximo (Rivero I et al.,
1975; Kumar R et al., 1970). La invasion celular por los tripanosomas es seguida de la
formacion del nido de amastigotes por division binaria sucesiva, evolucion de los
mismos hacia formas alargadas, luego flageladas, rotura del seudoquiste y abandono del
mismo por las formas moviles, provocando la explosion de la célula. Queda asi una
fibra ahuecada o un saco sarcolémico vacio (Jorg ME, 1973). Los parasitos liberados
pueden luego penetrar células vecinas o quedar en circulacion y dirigirse a otros
organos.

En las formas cronicas los nidos parasitarios son relativamente escasos o
ausentes, lo que no concuerda etiopatogénicamente con la gran miocitolisis y fibrosis
(Jorg ME, 1973). Ademas, el proceso de destruccion parasitaria seria solo inicial, pues
el desarrollo de la respuesta inmunitaria reduce el nimero de parasitos.

Aunque son pocos los investigadores que refutan este mecanismo, algunos creen
que no se justifica suficientemente el dafio que se produce en varios tejidos, sobre todo
cuando practicamente no se detectan parasitos enteros o restos de pardsitos a través del

estudio microscopico de lesiones cronicas de tejido.

2) Lesion producida por toxinas liberadas por e parasito. Esta teoria que

practicamente ha perdido vigencia postulaba la accidon de toxinas del parasito o toxinas
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generadas por la interaccion entre éste y las células del huésped. (Koberle F y Nador E,

1955).

3) Alteraciones del sistema nervioso autondmico (Hipotesis neurogénica).
Esta hipotesis fue propuesta por Koberle (Koberle F, 1956), Koberle y Alcantara
(Koberle F y Alcantara FG, 1960) y Alcantara (Alcantara FG, 1961), sugiriendo que la
enfermedad de Chagas podria ser una verdadera neuropatia, resultante de la denervacion
por destruccioén de neuronas y fibras nerviosas de manera difusa, en distintas partes del
organismo, lo que explicaria el hallazgo de megavisceras y cardiopatia (Kdberle F,
1968), tanto en humanos como en modelos experimentales. El agrandamiento y
dilatacién del organo seria consecuencia de una destruccion selectiva por parte del
parasito de las neuronas postganglionares, con control autonémico del érgano afectado.
La destruccion de la inervacion parasimpatica llevaria a una dominancia simpatica
descompensada, llevando a las células cardiacas a una hipersensibilidad al efecto de
catecolaminas. De todas maneras al comprobarse denervacion cardiaca en enfermedad
del corazon no chagasico, la relacion con T. cruz perdid peso y algunos investigadores
creen que el dafio de la célula nerviosa puede ser una consecuencia en lugar de la causa

de la miocardiopatia.

4) Cambios microvasculares inducidos por € parésito. Las lesiones
microvasculares en la etiologia de diversas miocardiopatias (hipertensiva, diabética y
chagasica) (Factor SM et al., 1984) explicarian la focalizacion de las lesiones.

Se ha postulado que habria una alteracion en la microcirculacion coronaria,
llevando a una hipoperfusion cardiaca, isquemia, y finalmente una degeneracion del
miocito con inflamacidn crénica y daio tisular del corazon (Magarinos Torres C, 1960;
Jorg ME, 1974; Rossi MA et al., 1984; Factor SM et al., 1985; Morris SA et al., 1990;
Petkova SB et al., 2001).

De todas maneras el patron de arterioesclerosis coronaria en estos pacientes es
similar al de los pacientes no chagasicos, lo que no hace muy clara la relaciéon que

pudiera existir entre la infeccion por T. Ccruz y estos cambios.
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5) Lesion inducida por la respuesta autoinmune del huésped. Una de las
hipotesis propuestas es que la enfermedad de Chagas es una enfermedad autoinmune
(Eisen H y Kahn S, 1991), una reacciéon inmune hacia antigenos propios que causan
inflamacion del tejido o dafio celular (Abbas AK et al., 2000). La autoinmunidad se da
cuando fallan los mecanismos responsables de mantener la tolerancia inmunolédgica
hacia antigenos propios. Para probar inequivocamente que la enfermedad de Chagas es
una enfermedad autoinmune, la inflamacion del tejido o el dafio celular deben mostrar
ser directamente causados por la reactividad autoinmune, cualquiera sea el mecanismo
que la inicie.

Un punto importante a considerar es que ninguno de los mecanismos
enumerados es mutuamente excluyente. Si consideramos al parasito dentro de la

ecuacion, es imposible atribuir la inflamacion a uno solo de los mecanismos.

6) Teoria combinada o mixta. Ninguna de las teorias desarrolladas hasta el
momento ha podido ser totalmente demostrada, no pudiendo explicar por si solas lo que
ocurre en la CCC. Algunas, como la lesion producida por toxinas, han sido totalmente
descartadas. Esto podria sugerir que el dafio tisular en las formas cronicas de la

enfermedad, estaria ocasionado por varios mecanismos.

1.5 Contribucion de la autoinmunidad en la Enfermedad Cardiaca de Chagas

La hipotesis de que la enfermedad de Chagas es una enfermedad autoinmune
comienza con estudios iniciales en la patologia cardiaca de Chagas y el descubrimiento
de los anticuerpos hacia T. cruzi que tienen reaccion cruzada con los anticuerpos
dirigidos hacia el huésped. Los andlisis histologicos de tejidos de pacientes chagasicos,
particularmente tejido cardiaco, mostraron inflamacién de tejido y fibrosis que ocurren
en ausencia aparente de T. cruz, sugiriendo que estas lesiones inflamatorias no se
iniciaron por el T. cruz o tejido parasitado como previamente se creia (Torres CM,
1941).

El concepto de enfermedad de Chagas como enfermedad autoinmune fue

propuesto por Santos-Buch y Teixeira (Santos-Buch CA y Teixera AR, 1974).

40



Introduccion

Los primeros estudios, realizados por Cossio y colaboradores, reportaron la
deteccion de anticuerpos hacia tejido del huésped en pacientes chagasicos (Cossio PM
et al,, 1974 a y b). Este reporte fue luego retractado por cuestiones metodoldgicas
(Khoury EL et al., 1983), pero llevdo a otros grupos a investigar y publicar sobre
autoanticuerpos en humanos y modelos experimentales (revisado en Kierszenbaum F,
1986), sugiriendo que esta autoinmunidad podia contribuir directamente a la patologia
(discutido por Engman DM y Leon JS, 2002; Kierszenbaum F, 1999).

Con el advenimiento de las tecnologias de alta sensibilidad basadas en el acido
nucleico, como la PCR y la hibridizacion in situ, varios grupos mostraron la presencia
del ADN del T. cruzi en focos inflamatorios y presumiblemente antigenos proteicos
también, atin cuando los amastigotes intactos no estuvieron presentes (revisado por
Tarleton RL et al., 1997). Esto permitiria suponer que la inflamacién es producida por la
respuesta inmune hacia antigenos de T. cruzi “residuales” y que la autoinmunidad es
quizéds un epifenémeno. En la figura 1.1 se esquematiza un modelo de induccion de
autoimmunidad para la cardiopatia chagasica, propuesto por Leon y Engman (Leon JS y

Engman DM, 2003)
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Fig. 1.1. Modelo de induccién de autoimmunidad en cardiopatia chagasica
(propuesto por Leon y Engman, 2003)

La infeccion con T. cruz seria capaz de inducir autoinmmunidad y/o enfermedad,
dependiendo de la inmunogenética del huésped y de la genética del parasito. La
autoinmunidad podria ser inducida por un solo mecanismo o mecanismos combinados.
La autoinmunidad podria progresar a enfermedad (Inflamacion autoinmune) y la
enfermedad podria inducir autoinmunidad, a través de dafo de tejido.
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1.5.1 Mecanismos potenciales de la autoinmunidad inducida por T. cruzi

Se describen a continuacion los mecanismos que se postulan en la actualidad,
como potenciales desencadenantes de la autoinmunidad en la enfermedad de Chagas

(revisado en Leon JS y Engman DM, 2001):

Activacion policlonal. La autoinmunidad podria resultar de la estimulacion,
independiente del antigeno, de linfocitos reactivos hacia tejido propio que no fueron
eliminados durante el desarrollo linfoideo. Los activadores policlonales estimulan
muchos linfocitos T y B, independientemente de la especificidad de antigeno y, en
algunos casos, interactuando con moléculas de superficie en vez de receptores de
antigeno. El ejemplo méas comun de un activador policlonal es el lipopolisacarido, que
induce un amplio repertorio de autoanticuerpos de fase aguda en ratones (Granholm NA
y Cavallo T, 1992). Estos autoanticuerpos tienen baja afinidad y son a menudo de
isotipo IgM. Algunas cepas de T. cruzi han mostrado tener activadores policlonales,
sugiriendo que la activacion policlonal podria ser un posible mecanismo para la

induccion de autoinmunidad inducida por T. cruzi (Minoprio P, 2001).

Activacion “bystander” (espectador). Activacion casual resultante de una
liberacion significativa de antigenos propios debida a miocitolisis mediada por el
pardsito. En este caso, es necesario que el individuo o linea de ratén sean
inmunogenéticamente “susceptibles” (Leon JS y Engman DM, 2001).

En el mecanismo de activacion “bystander”, la infeccion por T. cruzi causa
destruccion de tejido y liberacion de antigenos del huésped. Los niveles excesivos de
antigenos liberados del huésped, en presencia de un medio rico en citoquinas
proinflamatorias, ON y quimiocinas, podrian vencer la tolerancia hacia lo propio e
iniciar la autoinmunidad. La evidencia para esta hipdtesis incluye la observacion de que
la autoinmunidad cardiaca podria deberse a muchos y variados tipos de agresiones hacia
el corazdn, incluyendo transplante, cirugia, e infeccion (Neu N et al., 1987a; de

Scheerder IK et al., 1989; Fedoseyeva EV et al., 1999).
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Epitope criptico. El tercer mecanismo, epitope criptico, sugiere ya sea que 1) la
infecccion por T. cruz libera previamente epitopes secuestrados o 2) que el medio
ambiente inflamatorio inducido por T. cruzi induce el procesamiento y presentacion
inmune de epitopes propios nuevos. La inmunidad hacia estos epitopes es rapidamente
inducida porque el sistema inmune no es tolerante hacia esos epitopes nuevos
(Lanzavecchia A, 1995). En apoyo a esta hipotesis, se ha podido observar que el
procesamiento y presentacion del antigeno es alterado después del tratamiento in vitro
con IFN-y (York IA et al., 1999). El mecanismo de epitope criptico ha sido usado para
explicar la génesis de artritis reumatoidea y lupus eritematoso sistémico (Warnock MG

y Goodacre JA, 1997).

Mimetismo molecular. El mecanismo mas popular es el mimetismo molecular.
El mimetismo molecular lleva a la autoinmunidad como resultado de una respuesta
inmune “mal dirigida”. Cuando un antigeno de parasito tiene mucha similitud con el
antigeno del huésped, el sistema inmune podria ser inducido primero hacia el antigeno
del parasito y luego reaccionar en forma cruzada con el antigeno propio, causando
autoinmunidad (Cossio PM et al., 1974 a y b; Santos-Buch CA y Teixeira AR, 1974;
Wood JN et al., 1982).

Las evidencias para esta hipotesis incluyen el reporte de autoinmunidad después
de la inmunizacion con un antigeno de T. cruzi (Giordanengo L et al., 2000a; Motran
CC et al., 2000) y muchos reportes de autoanticuerpos con reactividad cruzada (T. cruz-
huésped) como BIl3-miosina (Cunha-Neto E et al, 1995), o cruzipaina-miosina
(Giordanengo L et al., 2000b), proteinas P ribosomales T. cruzi-mamiferos (Motran CC
et al., 2000) y autoantigeno Cha (Girones N et al., 2001a).

Despliegue (o diseminacion) de epitope. Como un giro final del mecanismo de
activacion bystander, el autoantigeno que inicia la autoinmunidad no seria el
autoantigeno involucrado durante el desarrollo de la enfermedad. Este fenomeno es
llamado “Despliegue de epitope” (epitope spreading) y describe como el blanco
epitope/antigeno primario de la autoinmunidad podria cambiar durante el curso de la
enfermedad. En un punto, se desarrolla la autoinmunidad hacia un epitope, causando

dafio de tejido(s), que contiene ese epitope. Este dafio produce la liberacion de antigenos
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propios adicionales, cuyo procesamiento y presentacion induce la estimulacion de
autoinmunidad de especificidad(es) adicionales de epitopes. Las respuestas iniciales
disminuyen como mecanismos inmunoregulatorios, produciendo “olas” de
autinmunidad dirigidas hacia diferentes epitopes/antigenos (Vanderlugt CJ y Miller SD,
1996).

En la figura 1.2 se esquematizan los posibles mecanismos de autoinmunidad que

se proponen para la enfermedad de Chagas.
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Fig. 1.2. Posibles mecanismos de auntoinmunidad inducida por T. cruz. Inicialmente la
infeccion por T. cruz causa lisis de miocitos cardiacos, con liberacion de antigenos. La infeccion
también induce la produccion de factores inflamatorios como quemoquinas o citoquinas, los
cuales contribuyen a la creaciéon de un medio proinflamatorio. Activacion “bystander”: Los
factores inflamatorios pueden promover la activacion de células T autorreactivas (RCT: receptor
de célula T) que reconocen péptidos antigénicos conocidos en el contexto del CMH, el cual puede
verse aumentado por la disponibilidad incrementada de antigenos libres liberados durante la
miocitolisis. Epitope criptico: los factores inflamatorios producen alteracion en el procesamiento y
presentacion de los antigenos propios. Por ejemplo, el reemplazo de subunidades de proteosomas
inducidas por IFN-y podria resultar en la presentacion de péptidos nuevos, epitopes
cripticos/péptidos, y estimulacion de células T autorreactivas. Mimetismo molecular: Los péptidos
derivados de T. cruz asemejan a los péptidos del huésped e inician una respuesta de células T con
reaccion cruzada que lleva a la activacion de células T autorreactivas.
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1.6 Respuesta inmune hacia moléculas con estructuras homologas T. cruzi- huésped v su

participacion en la patologia autoinmune.

En la infeccion humana por T. cruzi se han detectado anticuerpos hacia
antigenos de corazon, musculo esquelético y tejido nervioso (revisado por
Kierszenbaum F, 1999). Entre estos antigenos, estan incluidas las proteinas P
ribosomales (Levin MJ et al., 1989), miosina (Cunha-Neto E et al., 1995),
adrenoreceptores 1 (Sterin-Borda L y Borda E, 2000), proteinas asociadas a
microtubulo del citoesqueleto (Kerner Net al., 1991), proteinas neuronales LIST (Petry
K et al., 1989, Van Voorhis WC et al., 1991), y una proteina de mamifero nueva, Cha
(Girones N et al., 2001a y 2001b). El significado clinico de estos autoanticuerpos no es
claro, ya que algunas de estas proteinas blanco tienen una expresion ubicua, lo que no
explicaria satisfactoriamente la observacion de inflamacién especifica de corazon,
ademads de existir en algunos casos poca evidencia de que estos anticuerpos sean mas
prevalentes en pacientes con enfermedad de Chagas que en infectados asintomaticos.

En estudios de proliferacion de células T, tanto de humanos como de ratones, se
ha observado que los clones de células T proliferan cuando son cultivados con antigenos
de tejidos cardiacos o con antigenos parasitarios con alta homologia (Cunha.Neto E et
al., 1996; Ribeiro dos Santos R et al., 1992; Rizzo LV et al., 1989).

Otros estudios realizados in vitro han mostrado que los autoanticuerpos
inducidos por T. cruzi afectan la contraccién y la sefalizacion celular de miocitos
cardiacos (Borda E y Sterin-Borda L, 1996) y que el suero de ratones cronicamente
infectados tiene la capacidad de lisar miocitos a través del mecanismo de citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (Laguens R et al., 1988).

Sin embargo, hasta el presente no hay evidencias que los autoanticuerpos
inducidos por T. cruz produzcan enfermedad después de ser transferidos a huéspedes
no infectados.

Estudios mas recientes de inmunizacion de ratones con proteinas especificas del
parasito, que tienen reaccion cruzada con antigenos del huésped, han mostrado que
producen autoanticuerpos que reconocen proteinas del huésped, ademas de producir

alteraciones electrocardiograficas en el raton (Motran CC et al., 2000; Giordanengo L et
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al., 2000a, 2000b). Al no usarse pardsitos vivos, se cree que esta autoinmunidad es

inducida a través del mecanismo de mimetismo molecular.

[.6.1 Anticuerpos hacia cruzipaina

La cruzipaina (CZ), la mayor cisteinproteinasa de T. cruz, proviene de la familia
de la papaina, pero contiene, como otras cisteinproteinasas de tripanosomatideos, una
extension C-terminal inusual (Cazzulo JJ et al., 1997). Este antigeno es reconocido por
muchos sueros de pacientes chagésicos cronicos (Sharfstein J et al., 1986) y el dominio
C-terminal, que contiene un numero de modificaciones post-transcripcionales, es
responsable del caracter antigénico inmunodominante de la CZ en la infeccion humana
natural (Sharfstein J et al., 1986; Martinez J et al., 1991). El suero anti-proteinasa
reconoce antigenos presentes en la superficie de epimastigotes, amastigotes y formas de
transicion (tripomasgotes hacia amastigotes), y en el paquete flagelar en los
tripomastigotes (Souto-Padron T et al., 1990). Junto con esto, existen evidencias de la
presencia en plasma de isoformas de cisteinproteinasas unidas a membrana, con
reaccion cruzada y con un peso molecular aparente similar a CZ, en diferentes estados
de desarrollo de T. cruz (Parussini F et al., 1998).

La localizaciéon celular de CZ hace pensar en la posibilidad de que algunos
epitopes con reaccion cruzada, estuvieran presentes en CZ.

Se demostrd en un modelo experimental que la inmunizacion de ratones BALB/c
con CZ desencadena respuestas inmunes especificas humoral y celular hacia miosina de
musculos esquelético y de corazon. Esta respuesta inmune lleva a dafio estructural y
funcional de estos tejidos (Giordanengo L et al., 2000 a y b). Los ratones inmunizados
con CZ presentaron alteraciones en el sistema de conduccion del corazon (Giordanengo
L et al., 2002). Manifestaciones similares fueron observadas en tejido de corazén
normal de ratones cuando se us6 suero IgG de chagasicos cronicos humanos y ratones
(Sterin-Borda L et al., 1991; Goin JC et al., 1999). De todas maneras, el mecanismo
preciso que desencadena la produccion de estos anticuerpos no ha sido dilucidado.

Otros estudios mostraron que la IgG purificada de suero de ratones inmunizados
con CZ interacciona con el segundo rulo extracelular de receptores acetilcolina

muscarinicos M2. Esta interaccion podria ser debida a reactividad cruzada entre CZ y el
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receptor, seguida de pérdida de la tolerancia propia hacia éste. Si esta reactividad
cruzada se observara también in vivo en la infeccion humana por T. cruz, podriamos
suponer que estos anticuerpos anti-CZ juegan algiin papel en la fisiopatologia de la
enfermedad de Chagas. La fijacion cronica de IgG y la activacion del receptor
acetilcolina muscarinico cardiaco M2 (M2 mAChR) podria inducir disfuncion
miocérdica y dafio, llevando a la exposicion de miosina intracelular con induccion de
anticuerpos anti-miosina. Estos eventos podrian perpetuar el dafilo miocardico y llevar a
los sintomas comunmente observados en la enfermedad cronica de Chagas (Sterin-
Borda L et al., 2003). Un trabajo reciente indicaria una posible asociacion entre niveles
de anticuerpos anti-CZ y severidad de la cardiopatia (Duschak VG et al., 2001) en
individuos chagésicos cronicos, aunque estos datos fueron obtenidos sobre un niimero

muy pequefio de pacientes.

[.6.2  Anticuerpos hacia miosina

Cunha-Neto y col. detectaron la presencia de anticuerpos hacia miosina cardiaca
en modelos murinos de infeccion chagasica cronica (Cunha-Neto E et al., 1996).
Determinaron que estos anticuerpos tenian reaccion cruzada con un antigeno
inmunodominante de T. cruz, el antigeno B13. Estudios de secuenciacion mostraron
que el epitope especifico de la miosina cardiaca que cruzaba con B13, era el residuo de
aminodcidos AAALDK de la cadena pesada de la molécula, homologo al residuo
AAAGDK del antigeno B13 (Cunha-Neto E et al., 1995). Los anticuerpos que
reaccionaron con estos dos epitopes homologos estuvieron presentes en el 100% de los
sueros de pacientes con CCC, mientras que solo en el 14% de individuos T. cruz
positivos asintomaticos. Esto orient6 a pensar en la funcion que cumpliria el mimetismo
molecular miosina cardiaca-antigeno B13, en el desarrollo de la patogénesis cardiaca de
la enfermedad.

Estudios posteriores realizados por Giordanengo y col. (Giordanengo L et al.,
2000b) demostraron que la inmunizacién de ratones con CZ, previa eliminacion de su
actividad enzimatica, indujo anticuerpos que unian a la cadena pesada de miosina
cardiaca de raton. El estudio isotipico revelo la presencia de todos los isotipos de IgG

hacia CZ y miosina. Los anticuerpos anti-CZ purificados por inmunoabsorcion
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reconocieron la cadena pesada de la miosina cardiaca, sugiriendo epitopes con
reactividad cruzada entre CZ y miosina. Esta respuesta autoinmune fue asociada con
disturbios en la conduccion de corazon y alteraciones severas de cardiomiocitos. Al
estudiar las crias de estos ratones inmunizados con CZ, se detectaron todos los isotipos
IgG en el suero de las mismas, ademés de alteraciones electrocardiograficas. Esto
evidenciaria la funcion de la autoinmunidad hacia antigenos de T. cruz, en la
patogénesis de animales inmunizados.

Sin embargo, hasta el presente no hay evidencias significativas sobre la relacion

entre estos anticuerpos y la severidad de la miocardiopatia chagéasica humana.

1.6.3  Anticuerpos hacia la Proteina Ribosomal P2 de T. cruzi (TcP2p)

Las proteinas ribosomales P forman parte de la subunidad mayor del ribosoma,
intervienen en la sintesis proteica y estan muy conservadas en eucariotas.

Trabajando en el clonado y caracterizacon molecular de antigenos de T. cruz,
Levin y col. identificaron el clon recombinante JLS, reconocido especificamente por
sueros de pacientes chagésicos cronicos y en especial por sueros de pacientes con
cardiopatia chagasica severa (Levin M, 1989). La secuencia nucleotidica de este clon,
junto con otros datos experimentales, permiti6é identificar a JL5 como la region C-
terminal de la proteina ribosomal P2 del parasito. Este extremo C-terminal de JLS
mostr6 alta homologia con la correspondiente region de las proteinas ribosomales P
humana. Esta secuencia habia sido definida previamente como el epitope P reconocido
por sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico (SLE) (Kaplan D et al., 1997).
Los sueros lupicos anti-P+ reconocieron el clon JL5, observaciones que sugirieron que
la infeccion por T. cruz podria inducir anticuerpos con una especificidad similar a los
detectados en SLE. El epitope reconocido por los sueros chagésicos y lupicos fue
definido dentro de los 13 aminoacidos C-terminales de JL5 (péptido R13), y mostrd
homologia parcial con un péptido en la region equivalente de la proteina P ribosomal
humana, H13 (Mesri E et al., 1990). Esta definicion permitié6 estudiar mas
detalladamente la posible reaccion cruzada de los anticuerpos anti-JL5 de pacientes
chagésicos con proteinas humanas, demostrandose que los anticuerpos anti-JL5 de los

sueros chagdasicos eran capaces de reconocer a las proteinas ribosomales P del parésito y
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humanas, que existia una correlacion positiva entre los niveles de anticuerpos anti-R13
y los titulos anti-T. cruz, y que los anticuerpos anti-R13, asi como los anti-JL5, eran
altamente especificos para la infeccion chagasica, ya que se detectaban con muy baja
frecuencia en individuos con otras parasitosis (Levitus G et al., 1991).

Los resultados obtenidos sugirieron entonces que la autorreactividad anti-P de
los sueros chagasicos formaba parte de la respuesta humoral hacia el parasito y
constituia una evidencia directa del papel desempefiado por mecanismos de mimetismo
molecular en la generacion de autoanticuerpos en la enfermedad de Chagas cronica.
Ademas, los niveles de anticuerpos anti-R13 fueron significativamente mayores en
pacientes con cardiopatia chagésica severa. La comparacion de los valores obtenidos en
pacientes sometidos a biopsia endomiocardica mostrd una asociacion entre altos niveles
de anticuerpos anti-R13 y la presencia de miocarditis, en un pequefio numero de
pacientes estudiados (Levin MJ et al., 1990).

A pesar de haberse demostrado la capacidad de los anticuerpos de pacientes
chagésicos de reaccionar con las proteinas P humana, no existe evidencias que sugieran
el papel de esta reactividad cruzada en la patogénesis de la enfermedad. Las proteinas
ribosomales P son citoplasmaticas y estan presentes en todos los tipos celulares del
organismo, por lo tanto resulta dificil explicar como estos anticuerpos inducirian un

dafio especificamente en el miocardio (Levitus G y Levin M, 1998).

1.6.4  Anticuerpos hacia sulfocerebrosidos

Cerebrosido (C) es el nombre genérico para el grupo de monohexosil ceramidas
que consisten en una base de esfingosina, acido graso, y glucosa o galactosa en una
proporcion molar de 1:1:1. La distribuciéon de galactocerebrosidos en oérganos de
mamiferos es limitada. No son encontrados en ningun o6rgano sistémico excepto los
riflones, que normalmente contienen apreciables cantidades, aunque mucho menos que
el cerebro (Makita A, 1964; Martensson E, 1966).

Este tltimo o6rgano, particularmente la sustancia blanca, es rico en
galactocerebrosido y su éster sulfato, sulfatido. El sulfatido se encuentra en alta
concentracion en sustancia blanca de cerebro y en vaina de mielina de nervios

periféricos, habiéndose detectado bajas concentraciones en condiciones patologicas de
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desmielinizacion. (Suzuki Y et al., 1970; Kamoshita S et al., 1968). También estd
presente en rifidn, bazo, granulocitos, eritrocitos, plaquetas, estdbmago e intestino
(Roberts DD, 1986).

La accion de los anticuerpos hacia galactocerebrosidos (galC) ha sido
considerada como un paso clave en la alteracion de mielina en un nimero de sistemas.
Por ejemplo, los anticuerpos hacia galC en presencia de complemento causan
desmielinizacion en cultivos de o6rganos (Bornstein MB y Raine CS, 1970). La
inyeccion directa de suero conteniendo anticuerpos hacia galC dentro de nervios
ciaticos o nervios Opticos causa desmielinizacion focal rapida (Saida K et al., 1979),
mientras que la interaccion de anti-galC con células de Schwann produce pérdida de
galC de las superficies de membrana impidiendo la mielinizacion (Ranscht B et al.,
1987).

En el Trypanosoma cruz ha sido caracterizada una fraccion glicoesfingolipido,
compuesta principalmente por galactosa y manosa (proporcion 2:1), esfingosina, y o-
hidroxi y no-hidroxi acidos grasos (De Lederkremer R et al., 1985; Petry K et al., 1988)
y ha sido identificada como galC. También ha sido descripta la presencia de sulfato de
galactocerebrosido en epimastigotes de T. cruz. Este lipido es comtin a T. cruz y a
oligodendrocitos y sus membranas de mielina (Petry K et al., 1988), y reacciona en
forma cruzada con células de cerebelo de raton. Se encuentra también como
componente de un lipopéptido-fosfo-glican en T. cruz, T. mega y Leishmania donovani,
comprobandose que anticuerpos monoclonales hacia otros tripanosomas que tienen
reaccion cruzada con T. cruz, también reaccionan con cerebrosidos.

Se han realizado numerosos estudios de anticuerpos antisulfatidos en diversas
enfermedades, observandose aumento de estos anticuerpos en enfermedades reumaticas
(Aotsuka S et al., 1992), pacientes con hepatitis cronica activa (Toda G et al., 1990),
con purpura trombocitopénica idiopatica (Van Vliet HHDM et al., 1987) y en pacientes
con una variedad de enfermedades del sistema nervioso periférico (Quarles RH et al.,
1986).

Avila y col. mostraron niveles elevados de anticuerpos antisulfitidos en
pacientes chagasicos cronicos y con cardiomiopatias dilatadas (Avila JL et al., 1993),
mientras que estudios posteriores indicaron la presencia aumentada de anticuerpos anti-

sulfatidos tambien en pacientes con otras enfermedades coronarias, no encontrandose,

52



Introduccion

sin embargo, relacion entre los niveles de estos anticuerpos y el grado de compromiso
cardiaco (Garcia R et al., 1998).

Estos resultados permiten suponer que los anticuerpos hacia sulfatidos actuarian
de alguna manera en la patogénesis de la cardiomiopatia chagésica, asi como en otras

cardiopatias.

1.6.5 Anticuerpos hacia Proteinas de Choque Térmico (HSP)

Las HSPs (del inglés: Heat Shock Protein) constituyen una familia de
polipéptidos que han retenido secuencias altamente conservadas de aminoacidos a
través de la evolucion de procariotes a eucariotes, existiendo una homologia estructural
alta entre las HSPs de bacterias y mamiferos. Estas proteinas son sintetizadas por las
células para preservar las funciones celulares bajo una variedad de condiciones
estresantes, tales como temperatura elevada, intoxicacion quimica, injuria oxidativa o
infeccion (Lindquist S, 1986; Pelham H, 1988; Schlesinger MJ, 1986). En estados
infecciosos, tanto las células del huésped como las de los patdégenos, expresan HSP, y al
ser éstas altamente homologas, se hace dificil definir su funcién en la infeccion y la
inmunidad. Estudios realizados en un numero importante de infecciones parasitarias han
mostrado que las HSPs desencadenan respuestas humorales en el huésped infectado
(Kaufmann SHE, 1990; Hedstrom R et al., 1987; MacFarlane J et al., 1990; Garsia RJ et
al., 1989; Engman DM et al., 1990).

Algunos trabajos sugieren una correlacion entre la molécula HSP de 65 kDa
(HSP65) y la proteccion hacia la infeccion por pardsitos intracelulares como
Toxoplasma gondii (Hisaeda H y Himeno K, 1997), sugiriendo que esta proteina
contribuye al sistema de defensa del huésped.

Estos estudios ayudarian en la comprensioén de la complicada relacion huésped-
parasito. Por un lado, las HSPs sintetizadas por los parasitos intracelulares resultan
esenciales para la adaptacion de éstos al medio ambiente hostil del huésped,
funcionando, a su vez, como péptidos inmunodominantes que pueden ser reconocidos
por los sistemas inmunes humoral y celular del huésped. Por el otro lado, las HSPs
sintetizadas por las células del huésped como respuesta al estrés durante ciertas

infecciones pueden tener alguna funcién en la defensa del huésped. Entonces, las HSPs
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expresadas tanto por el huésped como por los pardsitos, pueden tener el potencial de
modular la relacion huésped-parasito.

Sin embargo, debido entonces a su alta inmunogenicidad, su alta homologia en
la secuencia, y su expresion bajo varias condiciones estresantes, se especula que las
HSPs son los antigenos blanco en un numero de enfermedades autoinmunes e
infecciones por patogenos (Jindal S et al., 1989; Garsia RJ et al., 1989).

El T. cruz es un parasito intracelular obligado que infecta una variedad de tipos
celulares en el huésped incluyendo macréfagos, células dendriticas, y miocitos (Brener
Z, 1980). Las HSPs, a pesar de su alta conservacion filogenética, estdn entre los
antigenos del parasito mas inmunogénicos. Esto puede deberse a que las HSPs estan
entre los componentes celulares mas abundantes; por ej. la hsp70 representa mas del 1%
de la proteina sintetizada por los parasitos.

Debido a su complejo ciclo de vida, los mecanismos de defensa contra la
infeccion por T. cruz no han sido totalmente dilucidados todavia, como asi tampoco los
mecanismos de la patogénesis cardiaca caracteristica de esta enfermedad. Esto, sumado
a la alta inmunogenicidad que presentan las HSPs, hace interesante el estudio de la
respuesta inmune humoral hacia las HSPs en esta infeccion y su posible funcion en la

relacion huésped-parésito.

1.7 Una visién integradora en cuanto a la complejidad de los procesos que subyacen en la
generacion de afectacidon cardiaca

Como ya fuera anticipado, los procesos que determinan la progresion de la
infeccion chagésica hacia la generacion de la CCC no se conocen en su totalidad.
Teniendo en cuenta que el desarrollo de miocardiopatia dista mucho de la
primoinfeccion, se desprende que dicho evento no solo depende de las caracteristicas
particulares del proceso infeccioso sino también de la presencia de factores adicionales
capaces de promover dafio miocardico. Dentro de este contexto es admisible suponer
que los FRA para el desarrollo de cardiopatias presentes en la poblacion general (HTA,
tabaco y alcoholismo entre los mas importantes), y como tales en los individuos
infectados con T. cruzi puedan influir sobre el desarrollo de la CCC. De operar una

situacion de esta naturaleza, podria esperarse que la presencia de FRA coexistiera con
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un tipo en particular de anormalidades en la respuesta inmune hacia tejidos propios
como ha sido constatada en la CCC (por ejemplo autoanticuerpos), como asi también
que guarde alguna relacion con el grado de afectacion cardiaca. Por otra parte, y
teniendo en cuenta el papel central que desempefian las moléculas clase II en la
generacion y regulacion de la respuesta inmune, aparece fundada la presuncion de que
los fenémenos de autoinmunidad guarden relacidon con alguna configuracion alélica en

especial de los genes clase II del complejo mayor de histocompatiblidad.
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Il Objetivos

I1.1 Objetivos generales

Contribuir a una mejor caracterizacion de las anormalidades autoinmunes que se pueden
presentar en las distintas gradaciones de la infeccion cronica por Trypanosoma cruz en

el hombre.

I1.2 Objetivos particulares

1. En sujetos infectados con Trypanosoma cruzi, estudiar la presencia de anticuerpos
hacia estructuras de reactividad cruzada parasito-huésped (CZ, proteina TcP2[],
miosina, sulfocerebrosidos) y hacia una HSP micobacteriana (con marcada homologia
molecular a la hsp enddgena), a efectos de determinar si existe alguna asociacion en
particular entre los diferentes estadios de la Enfermedad de Chagas Cronica y la

existencia de dichos anticuerpos.

2. Evaluar si la existencia concomitante de FRA, condiciona un patrén diferencial en

cuanto a la presencia de estos anticuerpos y grado de afectacion cardiaca.

3. Tipificar los alelos de la region DRB del CMH para analizar si la ocurrencia de estos

anticuerpos es mas significativa ante la presencia de algun alelo en particular.

4. Evaluar si la presencia de ADN del parasito en sangre guarda relacion con algin

grado en particular de afectacion cardiaca.
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lIl Materiales y métodos

II1.1 Relevamiento de la muestra de pacientes chagdsicos y no chagdsicos

El trabajo se realizd con personas que concurren al Servicio de Cardiologia-
Catedra de Patologia Médica I, Facultad de Ciencias Médicas de la UNR, Seccion
Enfermedad de Chagas, por alguna de las siguientes razones: (1) diagnostico serologico
reciente de infeccion con T. cruz, (2) interés personal en saber si se hallaba infectado en
razén de que un familiar poseia la infeccion.

La muestra estuvo constituida por 112 personas, todas nacidas en areas rurales del
Norte Argentino, donde la enfermedad de Chagas es endémica, y habian migrado a
Rosario, ciudad donde nunca se han reportado casos autdctonos de origen vectorial.
Ninguno de ellos tuvo tratamiento especifico para la infeccion.

Las personas que participaron fueron informadas previamente y aceptaron
participar voluntariamente en la investigacion. El protocolo fue previamente aprobado
por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de Rosario. En el
momento de la inclusion, los candidatos potenciales fueron estudiados clinicamente
para descartar patologias concomitantes, particularmente cardiacas (ej. coronarias,

congénitas o reumaticas).

I11.2 Disefio del estudio clinico

Se realizo un estudio observacional de tipo transversal en el que la inclusion de
los candidatos se realiz6 a lo largo de 18 meses. Al momento de la inclusion, las

personas que aceptaban participar fueron estudiadas de la siguiente manera:
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I11.2.1 Ficha clinica

En el momento de la consulta, las personas completaron los datos generales de

una ficha clinica (Ver disefio de ficha en pag. 60), que consto de:

Datos generales de los participantes: Informacion acerca de edad, sexo, peso, altura,
lugar y fecha de nacimiento, afios de residencia en el lugar de nacimiento, residencia
actual. También se incluyo6 informacion tendiente a descartar la presencia de afecciones

concomitantes, particularmente de tipo cardiaco.

Signosy sintomas: palpitaciones, sensacion de falta de aire, dificultad para el ejercicio

o esfuerzo fisico.

Factores deriesgo asociados (FRA), que se describen en el punto 11.2.2.

Radiografia de torax y electrocar diograma (ECG), que se describen en el punto
11.2.3.

Ser ologia especifica para infeccion por T. cruz, que se describe en el punto 11.2.4.

I11.2.2 Factores de riesgo asociados (FRA)

Informacién acerca de la presencia de los FRA capaces de favorecer dafio
cardiaco, como tabaquismo, alcoholismo, sobrepeso, e hipertension. Estos se definieron
de acuerdo a los siguientes criterios: (1) tabaquismo, no menos de 20 cigarrillos por dia
durante 10 anos; (2) alcoholismo, segun las especificaciones de la OMS (OMS, 1984),
ingesta diaria de alcohol por encima de 100 mg/dia durante un periodo minimo de 10
afios; (3) hipertension, para lo cual la presion arterial (PA) se midio en posicion supina
brazo derecho, aproximadamente 30 a 45 minutos de producido el ingreso al Servicio,
con un esfigmomanoémetro de mercurio ubicado a la misma altura del corazon. Luego de
30 minutos se efectud una segunda medicion. De acuerdo a las especificaciones de la

OMS (OMS, 1978), los individuos cuya presion diastdlica fue igual a 90 mm Hg se
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consideraron hipertensos; (4) sobrepeso, para ello se tuvo en cuenta el peso y la altura a
efectos de calcular el indice de masa corporal. Tal variable se considerd presente cuando
el percentil se ubico por encima de 25.

Las personas que no presentaban FRA (no fumadores, no alcohdlicos,
normotensos y peso dentro de los limites de referencia) se consideraron negativos para

tal condicion.

I11.2.3 Radiografia de térax y ECG

Se realizo radiografia de torax de frente y ECG en las 12 derivaciones. En todos
los casos los estudios se efectuaron en los mismos sitios y por las mismas personas. Los
resultados fueron interpretados independientemente por 2 cardidlogos experimentados

que desconocian el resultado de la serologia.

I11.2.4 Serologia especifica para la infeccion por T. cruz

Después de completados los datos generales y realizados los estudios de Rx y
ECG a las personas involucradas, se les extrajo una muestra de sangre a los fines de
realizar el diagnostico especifico de infeccion por T. cruzi y las distintas
determinaciones objeto de nuestra investigacion.

El diagnéstico serologico se realizd por Enzimoinmunoandlisis y
Hemoaglutinacion Indirecta. En los casos que presentaron discordancia en los
resultados entre estas dos técnicas, se realizd Inmunofluorescencia Indirecta (IFT), de
acuerdo con normas establecidas, que exigen para la confirmacion de infeccion
chagasica 2 de 3 reacciones serologicas positivas, a los efectos de informar al paciente
el resultado del diagndstico. De todas maneras, el criterio seguido en estos casos fue el
de descartar las muestras a los efectos de este estudio. Las determinaciones se realizaron
con equipos de diagndstico comerciales y el criterio de positividad usado fue el
establecido por la firma comercial productora. Las especificaciones técnicas se detallan

en los puntos I1.3 y I1.4.
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FICHA CLINICA INDIVIDUAL

APELLIDO SEXO ALTURA
NOMBRES EDAD PESO

LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO

ANOS DE RESIDENCIA EN ROSARIO
TIEMPO QUE VIVIO EN EL LUGAR DONDE NACIO:

CIGARRILLOS/ dia: desde qué edad fuma:

BEBIDAS ALCOHOLICAS si —no
En caso afirmativo, qué tipo de bebidas:

Cantidad diaria:

PA SISTOLICA
PA DIASTOLICA
FRECUENCIA CARDIACA

OTROS FACTORES DE RIESGO (DISLIPEMIAS, DIABETES)

Consignar

OTRAS CARDIOPATIAS ASOCIADAS (CONGENITAS, REUMATICAS, ETC).

Consignar

SIGNOS Y SINTOMAS

RX DE TORAX

OTRO DATO DE INTERES (por ¢j. marcapasos)

ECG Normal Alterado
SIGNOS PATOLOGICOS
SEROLOGIA IFI HAI ELISA
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Una vez que se efectuaron los estudios precedentes, los individuos se agruparon
segun 1) el resultado de la serologia y la presencia o ausencia de FRA y 2) el grado de

afectacion cardiaca. Los criterios de clasificacion se detallan abajo:

II1.2.5 Clasificacién de individuos de acuerdo a la serologia especifica para T. cruzi v FRA

De acuerdo a lo expresado se establecieron 4 categorias: personas infectadas con
T.cruzi y 1 o mas FRA (PosFRA), personas sin evidencia serologica de infeccion con
T. cruz pero con FRA (NegFRA), individuos con serologia positiva y sin FRA (Pos) y
seronegativos sin FRA (Neg).

I11.2.6 Clasificacion de los individuos de acuerdo al grado de afectacion cardiaca

La gran variedad de formas de presentacion de la CCC ha llevado a varios
autores a clasificarla desde diferentes puntos de vista, como ser: clinico-sintomatico,
electrocardiografico, radioldgico, hemodinamico, etc. Existen mas de 25 clasificaciones
en los diferentes paises latinoamericanos (Storino R y Milei J, 1986b).

En la actualidad, los elementos esenciales que se tienen en cuenta para clasificar

un paciente chagasico y determinar su grado de miocardiopatia son:

1) Serologia positiva (considerando como minimo dos reacciones de tres).
2) Anamnesis y examen fisico completo.
3) Electrocardiograma convencional de 12 derivaciones.

4) Telerradiografia de torax (frente).
La clasificacion adoptada en este trabajo, segun la correlacion fisiopatogénica

evolutiva consensuada por expertos (Storino R et al., 1985; Milei J y Storino R, 1987,

Editorial Cons. Enf. de Chagas, 1988), fue la siguiente:
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Grupo [: Etapa subclinica o inicial (sin dafio cardiaco aparente).

Grupo II: Etapa clinica intermedia.
a) secuela de miocarditis con afectacion del sistema de conduccion.
b) inestabilidad eléctrica.
¢) ambos procesos.

Grupo III: Etapa avanzada o final (con dafio miocardico global manifiesto).

Segun estos criterios, las personas fueron agrupadas en 3 categorias (Storino R et

al., 1985):

Clasificaciéon de la miocar diopatia chagasica crénica

Grupos Caracteristicas

Serologia: positiva

Sintomas: asintomaticos
I ECG: normal

Rx de torax: normal

Serologia: positiva
Sintomas y signos: sin evidencias de
insuficiencia cardiaca congestiva.

[ A- ECG: (a) alteraciones de la conduccion
B- (b) arritmias ventriculares.
C- (c) (a) + (b).

Rx de torax diametro < 0,55.

Serologia: positiva

Sintomas y signos: con evidencias de
[l insuficiencia cardiaca congestiva

ECG: patologico

Rx de torax: cardiomegalia > 0,55.

Para el caso de los seronegativos se siguié un criterio similar, sin tener en cuenta

el resultado de la serologia.
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II1.3 Obtencion de la muestra de sangre

Se extrajeron 10 ml de sangre: 7 ml se mezclaron con igual volumen de una
solucion litica y anticoagulante de clorhidrato de guanidina (clorhidrato de guanidina
6M/ EDTA 200 mM, pH 8), en tubos de polipropileno estériles nuevos. Esta muestra se
conservo a 4°C para la posterior extraccion de ADN que se utilizé en las PCR, tanto
para diagnostico parasitologico especifico como para la determinacién de los genes
HLA-DR de los individuos estudiados. Los 3 ml restantes se centrifugaron y se utilizd
el suero para la realizacion del diagndstico seroldgico especifico para infeccion
chagésica y para la determinacion de anticuerpos hacia distintas moléculas de relevancia

para nuestro estudio. Los sueros fueron fraccionados y conservados a —20°C.

II1.4 Diagndstico seroldgico especifico para Chagas

A los efectos de este estudio, se realizaron las pruebas de Hemoaglutinacion
Indirecta y Enzimoinmunoandlisis, tomando como criterio de infeccion la reaccion
positiva en ambas pruebas. En caso de discordancia, se realizd Inmunofluorescencia
Indirecta, a efectos de informar al paciente su estado serologico respecto de la infeccion.

Estos casos no fueron incluidos en el estudio.

1.4.1 HAI

Se empled un equipo comercial “Chagatest” de Wiener lab (HAI: Prueba de
hemaglutinacion indirecta para la deteccion de anticuerpos contra el Trypanosoma
cruz). El antigeno utilizado, liofilizado de globulos rojos de carnero sensibilizados con
antigenos citoplasmaticos de T. cruz, se reconstituy6 con 6,1 ml de solucion fisiologica
tamponada a pH 7, una hora antes de su utilizacion. Se utilizaron policubetas con
pocillos de fondo en U. Se realizd una titulacion de los sueros sin 2-ME (2-
mercaptoetanol). Para esto se coloco una gota (25 pl) de solucioén de albtimina bovina al
10% como diluyente en todos los pocillos a usar de la policubeta y 25 pul de cada suero a

estudiar en el primer pocillo correspondiente (dilucion 1:2); se realizaron a partir de este
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pocillo diluciones seriadas 1:2 (hasta la dilucion 1:32). Para control de anticuerpos
heterodfilos, anticuerpos inespecificos capaces de aglutinar globulos rojos de distintas
especies, se coloco en los pocillos conteniendo las diluciones 1:2 y 1:4, una gota (25 pl)
de globulos rojos no sensibilizados (suspension al 1% de eritrocitos de carnero no
sensibilizados con antigeno). En el resto de los pocillos se agregd una gota (25 ul) de
antigeno, se mezcl6 aplicando suaves golpes en los laterales de la policubeta y se dejo
en reposo, a resguardo de vibraciones, durante 90 minutos. La interpretacion de la
lectura fue: para el suero no reactivo, presencia de un sedimento en forma de boton o
pequetio anillo de bordes regulares y para el suero reactivo, formacion de una pelicula o
manto que cubre el 50% o mas del fondo de los pocillos. En los casos en que se observo
presencia de anticuerpos heterofilos, se realiz6 una titulacion con 2-ME, agente reductor
que elimina la capacidad aglutinante de estos anticuerpos. Para ello se coloc6 una gota
de los sueros en el primer pocillo, se diluyo 1:2 agregando una gota de 2-
Mercaptoetanol al 1% a los mismos pocillos, se mezclé e incubd 30-60 minutos a 37°C.
Luego se coloco 25 pl de diluyente de sueros en los restantes pocillos y se realizo la
dilucion seriada de los sueros, segin el protocolo descripto previamente para la
titulacion sin 2-ME. Se consideraron positivos aquellos sueros que aglutinaron en la

dilucion 1/16.

I11.4.2 ELISA

Se empled el equipo de diagnodstico comercial “Chagatest” de Wiener Lab.
(ELISA: Ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de anticuerpos contra el
Trypanosoma cruz), utilizando policubetas sensibilizadas con extracto complejo de T.
cruz. Se realizé una dilucion 1:20 de los sueros, en diluyente de muestras (albimina
bovina en solucion fisiologica tamponada con buffer fosfatos pH 7.2) y se incubo 30
min a 37°C. Se lavd 5 veces con solucion de lavado (cloruro de sodio 1,4 mol/l en
solucion tamponada de fosfatos 100 mmol/l y tensioactivo no i6nico 0.1 g/l), se agregod
1 gota de conjugado, anti-inmunoglobulinas humanas (cabra) conjugadas con
peroxidasa, y se incub6 30 min a 37°C. Se lavd 5 veces y para revelar la reaccion se
agregd 1 gota de sustrato de enzima peroxidasa (perdxido de hidrogeno 60 mmol/l en

buffer citrato 50 mmol/l pH 3.2), 1 gota de tetrametilbencidina (TMB) 0.01 mol/l en
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HC1 0.1 N, se incub6 30 min a 37°C y se par6 la reaccion con 1 gota de acido sulftrico
2 N. Se leyeron las densidades opticas (DO) en lector de ELISA a 450 nm de longitud
de onda. La presencia o ausencia de anticuerpos anti-T. Cruzi se determinaron
relacionando la absorbancia de la muestra respecto al valor de la linea de corte,
establecida como el promedio de las lecturas de DO del Control Negativo mas 0.200

DO.

II1.5 Diagndstico parasitologico especifico para Chagas, por deteccion del ADN del T. cruz en

sangre

Como fuera descripto anteriormente, en la CCC no se detecta o se detecta muy
escasamente la presencia del T. cruz o antigenos del mismo en circulacion sanguinea y
en biopsias de tejidos, cuando se utilizan los métodos diagndsticos tradicionales. Sin
embargo, uno de los factores descriptos como causante de la patologia cardiaca, es la
accion directa del pardsito dentro de la célula, a través de su mecanismo de
multiplicacion intracelular. Por esta razén, a los efectos de evaluar la presencia del
parasito como factor contribuyente al desarrollo de la CCC, utilizamos la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, que permite detectar fragmentos de ADN del T.
cruz, presentes en la sangre de los individuos infectados con una alta sensibilidad (un
parasito en 20 ml de sangre) y especificidad (Avila HA et al., 1991; Britto C et al.,
1993).

Se realizé utilizando oligonucleotidos iniciadores complementarios a secuencias
constantes y especificas del ADNk de T. cruz, que delimitan una region hipervariable
(HVR) del mismo (figura II.1), segiin técnica adoptada por Avila y col. (Avila HA et al.,
1991). El producto de amplificacion de la secuencia tiene un tamafio de 330 pb (pares

de bases) y es indicativo de la presencia de ADN del parasito en sangre.
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Regioén
constante

Region
variable

Fig. 11.1. Representacion esquematica de la organizacion de las regiones
repetidas en un minicirculo de ADNk de T. cruz, constantes y variables. P1 y
P2: Primers o pares de oligonucledtidos iniciadores y su producto de
amplificacion, indicado con lineas de punto. El tamafio del minicirculo es
aproximadamente 1.42 kb y el producto de amplificacion es de 330 pb. (Sturm
NR et al., 1989).

II1.5.1 Preparacidén del ADN

Se realiz6 segiin el método descripto por Britto y col. (Britto C et al., 1993): Los
tubos de polipropileno conteniendo los lisados de sangre en solucion guanidina/EDTA
se incubaron en un bafio de agua hirviente durante 15 min para romper la mayoria de los
minicirculos de las moléculas de ADN del kinetoplasto del parasito. Después de enfriar
a temperatura ambiente se tomaron dos alicuotas de 200 pl de cada muestra, y se
mezclaron con igual volumen de una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(proporcion 50/49/1). Se mezclo y centrifugd a 12000 rpm durante 30 min a temperatura
ambiente, se tom6 la fase acuosa superior y se mezcld con igual volumen de
cloroformo/alcohol isoamilico. Se mezclo y centrifugé a 12000 rpm durante 5 min, se
tomo la fase acuosa superior y se procedio a precipitar el ADN con 2 volimenes de
etanol helado y 0.1 volumen de solucién de Acetato de Sodio (NaAc 3 M, Acido acético
glacial, pH 5), a 12000 rpm .Se mezcldé y conservo a —70°C. Para proceder a la

realizacion de la PCR, las muestras conservadas en etanol se centrifugaron a 12000 rpm,
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durante 30 min. y los sedimentos obtenidos se lavaron con etanol helado al 70% y se
resuspendieron en 200 pl de agua destilada estéril.

Cada muestra de sangre se someti6 a dos purificaciones de ADN independientes,
para evitar cualquier problema de inhibicion en cualquiera de las preparaciones de ADN
particulares. Por cada seis muestras de sangre se proceso en paralelo una muestra de
agua destilada estéril como control negativo y una muestra de sangre PCR (+) como

control positivo, ambas por duplicado.

II1.5.2 Optimizacion de las condiciones de la PCR

A los efectos de obtener la mayor sensibilidad y especificidad en la
determinacidn, se realizaron pruebas de optimizacién. Para estas pruebas se utilizo una

muestra de sangre con Chagas agudo, como control positivo.

Concentracion de MgCly,: Para determinar la concentracion de Mg++ Optima para la
actividad de la polimerasa taq se realizaron PCR con concentraciones decrecientes de
MgCl,, desde 6 mM hasta 1 mM, obteniéndose la mejor amplificacion con la

concentracion 3 mM.

Unidades de enzima polimerasa taqg: Se realizaron PCR con 1.25, 1.5 y 2 unidades de
polimerasa y se selecciond aquella que dio la mejor sensibilidad y especificidad,

obteniéndose con 1.25 U.
Numero de ciclos de amplificacion: Se realizaron amplificaciones de 30, 35 y 40

ciclos, buscando aquella que diera la mejor sensibilidad y especificidad. Se selecciond

35 ciclos.
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[11.5.3 Protocolo de PCR

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 50 pl. La solucion de
reaccion estuvo compuesta por solucion de reaccion para la polimerasa taq (10 mM
Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCIl, gelatina y NP-40), MgCl, 3 mM, mezcla de dNTPs
(dGTP, dTTP, dATP, dCTP) (ImM total), 250 ng de oligonucledtidos especificos de T.
cruz
Oligonucledtido 1: 5’-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3’;
Oligonucledtido 2: 5’-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’, 1.25 Ul de
polimerasa Taq y agua hasta alcanzar un volumen final de 45 pl, en un tubo de reaccion
de paredes delgadas. A la mezcla de reaccion se le agregd una gota de aceite mineral
para evitar evaporacion durante la reaccion y 5 pl de muestra. La PCR se realiz6 en un
ciclador térmico con las siguientes condiciones: 94 °C por 2 min, y 35 ciclos a 94 °C
por 1 min, 60°C por 1 miny 72°C por 1 min, y una extension final a 72 °C por 3 min.

Cada determinacion de PCR incluy6: 5 muestras por duplicado, los controles
negativo y positivo por duplicado, correspondientes a la purificacion de ADN de las

respectivas muestras, y 2 controles negativos de la reaccion de PCR (agua).

I11.5.4 Analisis del producto de PCR

Los productos de la amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa (agarosa al 1.5% en solucion TAE 1x) coloreado con bromuro de etidio a una
concentracion final de 0.3 pg/ml, utilizando como solucion de corrida TAE 1x (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8). La corrida electroforética se realizé a 100 voltios,
durante 30 min. Se utilizé como marcador de tamafio molecular Ladder 100 pb (PB-L
Productos Biol-logicos/Univ. Nac. de Quilmes). Los resultados se expresaron en forma
cualitativa (presencia-ausencia de banda especifica de 330 pb) en el gel de
electroforesis, utilizando un transiluminador UV (Fotodyne inc.) para visualizar las

bandas.
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II1.6 Tipificacion de las moléculas Clase II (HLA-DR) de los individuos estudiados

Este trabajo fue realizado en colaboracion con el Laboratorio de
Inmunohematologia, Histocompatibilidad e Inmunogenética, Departamento de
Bioquimica Clinica, Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad
Nacional de Rosario.

De los tres tipos de moléculas HLA Clase II presentes en la superficie de las
células - HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP- en este trabajo se estudiaron especificamente
las moléculas HLA-DR, a través del polimorfismo del gen que codifica para la cadena 3
de dichas moléculas, el gen HLA-DRB.

Se realiz6 especificamente la tipificacion del locus HLA-DRBI a través de la
técnica PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction- Sequence-Specific Oligonucleotide):
Reaccion en Cadena de la Polimerasa e hibridizacion con oligonucleotidos de
secuencias especificas, que consiste en la amplificacion especifica del locus que se
quiere estudiar y su posterior hibridizacion con sondas que aparean en regiones

polimorficas del mismo.

Para esto se siguio el protocolo estandarizado por el 12° Taller Internacional de

Histocompatibilidad (Bignon JD et al., 1997), segtn se describe a continuacion:

I11.6.1 Tipificacion del locus HLA-DRB1

Se amplifico especificamente el exén 2 (el exon mas polimorfico que define en
general todos los alelos), con oligonucléotidos iniciadores especificos, que aparean en
secuencias homologas para todos los alelos del locus DRBI.

Luego se hibridizo el producto de amplificacién con 30 sondas, cada una de las

cuales reconoce especificamente un alelo.

[11.6.1.1 Extraccion de ADN (a partir de sangr e conser vada con buffer guanidina)

A 500 pl de sangre conservada en buffer guanidina-EDTA se agrego 500 pl de
fenol, se mezcld y centrifugd 30 min a 13000 rpm. Se tomo la fase acuosa y se agrego

500 pl de cloroformo, se mezcld y centrifugdé 5 min a 13000 rpm. Se tomo la fase
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acuosa y se le agregd 1000 pl de isopropanol. Se mezcld por inversion hasta formacion
del precipitado. Se lavé el ADN con 1000 pl de etanol 70% y se seco el precipitado al

aire. Luego, se resuspendi6 en 50 pl de agua destilada estéril y se conservé a —20°C.

[11.6.1.2 Protocolo PCR

La solucién de reaccidon estuvo compuesta por solucion de reaccion para la
polimerasa taq (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, gelatina y NP-40), dNTPs (0.2
mM de cada uno), 25 picomoles de cada oligonucledtido especifico, 2 unidades de taq
DNA polimerasa, 2.5 mM de MgCl, y agua destilada estéril hasta un volumen final de
50 ul. Se mezclo por inversion, se centrifugd brevemente y se agrego una gota de aceite

mineral.

[11.6.1.3 Programa de PCR

El programa de PCR usado fue el siguiente:

1 ciclo: 30 seg a 95°C
32 ciclos: 1 min. a 95°C, 1 min a 60°C, 1 min. a 72°C
1 ciclo: 10 min a 72°C

I11.6.1.4 Andlisisde producto de PCR

Un décimo del volumen final del producto de PCR (5 pl) se analizé por
electroforesis en un gel de agarosa al 2 % en buffer TBE 1x (45 mM Tris-Borato, 1
mM EDTA, pH 8) con Bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Se control6 el tamafio del
producto (274 pb) comparandolo con un marcador de peso molecular (¢X174 digerido
con Hae Ill) y se analizo la intensidad de tincion, comparando las bandas de las
diferentes muestras con la banda de un ADN patron de concentraciéon conocida (por
absorbancia a 260 nm), para la siembra en la membrana de Nylon de una cantidad

equivalente de cada una de ellas.
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[11.6.1.5 Hibridizacion

El ADN amplificado, monitoreado por electroforesis, se sembrd en membranas
de nylon. Para ello se cortaron membranas de nylon, se mojaron en agua destilada
durante 10 min, se colocaron en 2x SSC (SSC 20 x: 3 M NacCl, 0.3 M Citrato de Sodio),
por 15 min. y luego se secaron a 60 °C. Se sembraron 5 pul de ADN amplificado (10 a 50
ng), de acuerdo al orden planificado (todas las membranas con las muestras en el mismo
orden) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Se colocaron en NaOH 0,4 N por 5
min, luego en 2x SSC por 10 min y por ultimo en papel de filtro (Whatman 3MM) para
sacar el exceso de liquido. Para fijar covalentemente el ADN a la membrana, se
colocaron en estufa a 80° C durante 1 hora. Luego se colocaron las membranas en 30
tubos Falcon con 10 ml de solucion de hibridizacion y 10 pl de cada una de las 30
sondas especificas estudiadas (una sonda por tubo), se incubaron con agitacion a 45°C
durante 30 min. Las sondas se obtuvieron previamente por marcacion de los
oligonucleoétidos especificos con ATP[yP32] en su extremo 5'.

Se volco el contenido del tubo, se lavo con SSC 2x a temperatura ambiente. Se
agregd solucion TMAC (3M TMAC, 50 mM Tris, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, solucion
Denhardt 5x) precanlentado a 60°C, se incubd en agitacion a 60°C durante 20 min. Se
volco el TMAC y se lavo con SSC 2x. Se volco la solucion y se repitid el paso 3 veces.
Se dejaron escurrir las membranas, se colocaron en folio, se pulverizaron con
lumiphost, se insertaron en cassette con film de RX y se expusieron de media hora a 2
hrs a 37°C.

Interpretacion de resultado: La visualizacion de una mancha negra indica

reaccion positiva.

I11.7 Determinacion de anticuerpos IgG hacia CZ de T. cruz

Este trabajo fue realizado en colaboracion con el laboratorio de Inmunologia,
Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad

Nacional de Cordoba.
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Se realiz6 la determinacion de anticuerpos IgG humanos hacia CZ de T. cruz por
ELISA. Para ello, se purifico previamente la CZ a partir de formas epimastigotes de T.
cruz y luego se establecieron las condiciones para realizar el ELISA, como se describe

a continuacion:

[11.7.1 Purificaciéon de CZ

Se realizé segiin protocolo descripto por Giordanengo y col. (Giordanengo L et
al., 2000 b). Las formas epimastigote de T. cruzi cepa Tulahuen se cultivaron a 28°C en
infusion cerebro corazén (Becton Dickinson, France) suplementada con 0,5% triptosa,
10% de FCS (suero fetal bovino), 200 mg/ml de hemina, 100 U/ml de penicilina y 100
mg/ml de estreptomicina. Los parasitos fueron cosechados en la fase exponencial de
crecimiento, centrifugados a 5000 g por 10 min a 4°C y lavados con PBS. Los parasitos
fueron resuspendidos en 3 volumenes de 0,25M sucrosa, 5 mM de KCl y luego
inhibidores irreversibles de proteasa: 1 mM de TLCK (Tosyl-L-lisina clorometilcetona)
y 1 mM PMSF (Fenilmetilsulfonilfluoruro) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO). Las
células de epimastigotes fueron lisadas por 3 ciclos de congelamiento (-20°C) y
descongelamiento (4°C) y los homogenatos se centrifugaron a 7000 g por 15 min a 4°C.
Se agregd al sobrenadante una solucion de sulfato de amonio saturada, ajustada a pH 7
con NH4OH, al 50% de saturacion, con agitacion en un bafio de hielo. El precipitado
obtenido después de la centrifugacion de esta suspension fue cuidadosamente disuelto y
dializado en 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7.4. Se agreg6 luego CaCl,, MgCl, y
MnCl, a una concentracion final de 5 mM cada uno. Luego las muestras fueron
sometidas a una cromatografia de afinidad previamente descripta (Labriola C et al.,
1993). La ausencia de actividad enzimatica fue controlada en un SDS-PAGE
(Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio) al 10%
conteniendo 0.1% de gelatina como sustrato. Después de una electroforesis a 120 V, el
gel fue incubado con solucion 50 mM de fosfato de sodio pH 5.7 a 37°C toda la noche,
y coloreado con Coomassie Brillant Blue R250. Las muestras no fueron reducidas ni
hervidas. Se controld la ausencia de actividad enzimadtica de la CZ para su uso como

antigeno en ELISA.
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I11.7.2 Condiciones de ELISA

Los niveles séricos de IgG anti-CZ se midieron por ELISA, siguiendo el protocolo
de Cerban y col. (Cerban F et al., 1993).

Las placas NUNC (Roskilde, Denmark) se cubrieron con 100 pl de de CZ (10
png/ml) en solucion de carbonato-bicarbonato pH 9.6 (Na,CO3; 15 mM, NaHCO; 35 mM,
NaNj3; 3.1 mM, pH 9.6) conteniendo 0.05% de detergente tween 20 y se incubaron 18 hs
a 4°C. Posteriormente, se lavaron 3 veces con solucion salina de fosfatos (PBS) (NaCl
0.137 M, KCI 0.0027 M, Na,HPO,4 0.01 M, KH,PO4 00018 M, pH 7.4) conteniendo
0.05% tween 20 (PBS-T) y se bloquearon con PBS-T adicionado de 1% de alblimina
sérica bovina (BSA) durante 2 h a 37°C. Se realiz6 un segundo lavado con PBS-T y se
incubo con 50 pl de una dilucion 1:100 de sueros en PBS-T-BSA durante 1 h a 37°C.
Después de lavar nuevamente con PBS-T se incubd con suero de conejo anti-IgG
humana diluido en PBS-T-BSA, conjugado a peroxidasa (Sigma Chemical Co.)
(50ul/pocillo). Se ley6 la absorbancia a 490 nm en lector de ELISA (BioRad) después
de una incubacioén con H,O; y O-phenylendiamina (OPD), considerando como resultado
la media de las dos DO leidas por cada suero, y tomandose como coeficientes de
variacion intraplaca aceptables, valores inferiores a 7%.

Las muestras se estudiaron por duplicado y el criterio de positividad fue la media

de las DO de los sueros negativos para T. cruzi mas 2 DS.

II1.8 Determinacion de anticuerpos IgG hacia miosina (MS)

Se realiz6 la determinacion de anticuerpos IgG humanos hacia MS de raton por
ELISA. Para ello, se obtuvo previamente el extracto de corazon enriquecido en miosina

y luego se establecieron las condiciones para realizar el ELISA, como se describe:

[11.8.1 Obtencion de extracto de corazon de raton enriquecido en MS

La obtencion de extracto de corazon enriquecido en miosina se realizé segin

protocolo descripto por Giordanengo y col. (Giordanengo L et al., 2000b). Se
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removieron los corazones de ratones, se lavaron con PBS, se pesaron, se trituraron, y
homogeneizaron en 10 volumenes de buffer KCl helado (0.3 M KCI, 15 mM K,;HPO,,
pH 6.5, 5 mM MgCl,, 20 mM de 4cido etilendiamin tetracético, 1 mM PMSF). El
sobrenadante obtenido después de centrifugar a 10000 g y 4°C por 20 min, se recogio y

conservo a —70°C.

I11.8.2 Condiciones de ELISA

Los niveles séricos de IgG humana anti-MS se midieron por ELISA. Las placas
NUNC se cubrieron con 100 ul de de MS (10 pg/ml) en 0.05 M de Carbonato-
bicarbonato pH 9.6 y se incubaron 18 hs a 4°C. Posteriormente, se lavaron 3 veces con
PBS-T y se bloquearon con PBS-T adicionado de 1% de BSA durante 2 h a 37 °C. Se
realiz6é un segundo lavado con PBS-T y se incubd con 50 pl de una diluciéon 1:100 de
sueros en PBS-T-BSA durante 1 h a 37°C. Después de lavar nuevamente con PBS-T se
incubd con suero de conejo anti-IgG humana diluido en PBS-T-BSA, conjugado a
peroxidasa (Sigma Chemical Co.) (50ul/pocillo). Se leyé la absorbancia a 490 nm en
lector de ELISA (BioRad) después de una incubacion con H,O, y OPD, considerando
como resultado la media de las dos DO leidas por cada suero, y tomandose como
coeficientes de variacion intraplaca aceptables, valores inferiores a 7%.

Las muestras se estudiaron por duplicado y el criterio de positividad fue la media

de las DO de los sueros negativos para T. cruzi mas 2 DS.

I11.9 Determinacion de anticuerpos IgG hacia TcP23

Se realizd la determinacion de anticuerpos IgG humanos hacia la proteina
recombinante TcP2B de T. cruzi por ELISA. Para ello, se realizd previamente la
expresion y purificacion de la proteina recombinante obtenida a partir de un clon de
tripomastigotes de T. cruzi y luego se establecieron las condiciones para realizar el

ELISA, como se describe a continuacion:
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I11.9.1 Expresién y purificacion de proteina TcP2p.

Un clon de tripomastigotes de T. cruzi que codifica para la proteina TcP2p, fue
subclonado en pET 32a (Novagene) y expresado en E. coli BL21 (DE3), segun
protocolo descripto por Marcipar y col. (Marcipar I et al., 2004). El vector pET32a
dirige la sintesis de los polipéptidos foraneos en Escherichia coli como polipéptidos de
fusion con la proteina tiorredoxina de 20.5 kDa. Las células de E. coli, conteniendo el
gen que codifica para la proteina P23 de T. cruz, se incubaron durante toda la noche en
un agitador a 37°C en 10 ml de medio liquido de Luria-Bertani (LB) (peptona 1%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, PH 7.5) suplementado con 0.1mg/ml de
ampicilina. Una alicuota de este cultivo se diluy6é 100 veces en medio LB y las células
se incubaron bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una DOssy de 0.6. La proteina
de fusion de 32 kDa expresada se purificé usando la resina NiNTA (Quiagen), de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. Rapidamente, los cultivos se indujeron
para la expresion de la proteina por 3 hs con 1 mM de IPTG (Isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido) y luego se sonicaron y centrifugaron por 30 min a 4500 g y 4°C.
Los sobrenadantes se pasaron por una columna NiNTA. Luego las columnas se lavaron
con 50 mM de NaH,PO4 (pH 8), 300mM de NaCl, 50 y 100 mM de buffer imidazol y
luego se eluyeron con la misma solucion mas 250 mM de imidazol. La pureza de la
proteina recombinante se analizé por SDS-PAGE al 12% (Laemmli UK, 1970), seguida
de coloracion con Coomasie blue. La cuantificacion de la proteina se realizd por

reaccion de Bradford (Bradford MM, 1976).

[11.9.2 Condiciones de ELISA

La respuesta en anticuerpos IgG se midid por ELISA segun protocolo de
Marcipar y col. (Marcipar I et al., 2004).

Los pocillos de las placas de poliestireno utilizadas para la reaccion (Costar,
Cambridge, MA, USA) se cubrieron con 500 ng de Proteina TcP2f diluida en solucién
Carbonato-bicarbonato, pH 9.6. Las placas se incubaron toda la noche a 4°C en camara
himeda. Se lavaron 5 veces con PBS-T y los pocillos se bloquearon con leche

descremada deshidratada Molico (M) al 5% en solucion PBS (PBS-M). Luego se
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lavaron 5 veces con PBS-T y se agregaron por duplicado las muestras de sueros diluidas
1:100 en PBS-T conteniendo 1% de M (PBS-T-M) (50 ul/pocillo). Las placas se
incubaron 1 hr a 37°C, y después de 5 lavados con PBS-T se agregd anti IgG total
humana conjugada a peroxidasa (P.A.R.L.S., Francia), diluida 1:30.000 en PBS-T-M. Se
incubaron las placas a 37°C durante 1 hora, se volvieron a lavar y se agregd H,O; y
sustrato 3,3",5,5" tetrametilbencidina (TMB) (RDI, USA) (50 ul/pocillo). Se midi6 la
DO a 450 nm en lector de ELISA, considerando como resultado la media de las dos DO
leidas por cada suero, y tomandose como coeficientes de variacion intraplaca
aceptables, valores inferiores a 7%.

Las muestras se estudiaron por duplicado y el criterio de positividad fue la media

de las DO de los sueros negativos para T. cruzi mas 2 DS.

[11.10 Determinacion de anticuerpos IgG hacia sulfocerebrdsidos (SFC)

Se realiz6 la determinacion de anticuerpos hacia sulfato de cerebrdsido de tejido
de cerebro bovino (Sigma Chemical Corporation, Saint Louis, MO, USA). La respuesta
en anticuerpos IgG se midié por ELISA segun protocolo de Avila y col. (Avila JL et al.,

1993), con algunas modificaciones a efectos de optimizar el ensayo.

I11.10.10ptimizacién de ELISA

Trabajos previos mostraron respuesta en anticuerpos IgG hacia SFC en
individuos normales (Garcia R et al., 1998; Avila JL et al., 1993), dato que se corrobord
con una prueba preliminar de los sueros en estudio. Por esta razon se optimizaron las
condiciones de ELISA a efectos de obtener la mejor discriminacion entre sueros de
individuos infectados y no infectados con T. cruz.

Se realizo utilizando cantidades decrecientes de antigeno, con diluciones al
medio desde 2,28 pg hasta 700 ng y diluciones decrecientes al medio de un lote de
sueros positivos y uno de sueros negativos para Chagas, desde 1:50 hasta 1:1600. Se
selecciond aquella cantidad de antigeno y dilucion de suero que permitiera la mejor

discriminacion entre los sueros positivos y negativos, que fuera punto medio del rango
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de paralelismo entre ambas curvas y que diera valores de DO inferiores a 2. Se

selecciono 1.14 pg de antigeno y la dilucion de suero 1:100.

I11.10.2Condiciones de ELISA

Los pocillos de las placas de poliestireno utilizadas para la reaccion (Costar,
Cambridge, MA, USA) se cubrieron con 1.14 pug de antigeno disuelto en etanol
absoluto. El pegado del antigeno se realizd por evaporaciéon completa del etanol.
Inmediatamente después se lavaron las placas 2 veces con PBS y los pocillos se
bloquearon con 1% BSA en PBS (200 pl/pocillo) por 2 hrs a 37°C. Después de lavar se
agregaron por duplicado las muestras de suero diluidas 1:100 en PBS-T y 0.1 % de BSA
(50 pl/pocillo). En cada placa se realizd en simultdneo una curva de titulacion de una
muestra de referencia (diluciones sucesivas al ’2: 1/50 a 1/1600 de un lote de sueros
positivos para Chagas).

Se incubaron 1 hr 30 min a 37°C, se lavaron las placas 3 veces con PBS-T y se
agregod anti IgG total humana conjugada a peroxidasa, diluida 1:2000 en PBS-T
conteniendo 0,1 % de BSA (50 pl/pocillo). Se incubaron las placas a 37°C por 1 h, y se
agregd una solucion de H,O, y sustrato TMB. Después de incubar a 37°C por 5 min, se
pard la reaccion con SO4H; 2N. Inmediatamente después se midié la DO a 450 nm en
lector de ELISA considerando como resultado la media de las dos DO leidas por cada
suero y tomandose como coeficientes de variacion intraplaca aceptables, valores
inferiores a 7%. Los valores obtenidos de DO se refirieron a titulos arbitrarios de
anticuerpos, relativos a la muestra de referencia. A la dilucion 1:100 del suero de

referencia se le asigné un titulo arbitrario de 400 unidades.

I1I.11 Determinacion de anticuerpos IgG hacia HSP

Se realizd la determinacion de anticuerpos hacia la proteina recombinante de
choque térmico de Mycobacterium bovis, de 65 kDa provista por el Dr. M. Singh

(Braunschweig, Alemania). La respuesta en anticuerpos IgG se midié por ELISA segun
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protocolo de Meeker y col. (Meeker HC et al., 1989), con algunas modificaciones

realizadas a efectos de optimizar el ensayo.

III.11.10ptimizaciéon de ELISA

Al ser la HSP una proteina altamente conservada entre las distintas especies, es
expresada por todos los microorganismos y mamiferos. Por esta razon, al igual que en el
ELISA para determinacion de anticuerpos anti-SFC, se realizé un ensayo preliminar,
donde se pudo observar que la mayoria de los sueros estudiados, chagasicos y no
chagasicos, reaccionaron hacia la proteina.. De esta manera, se procedi6 a optimizar las
condiciones de ELISA, a efectos de obtener la mejor diferenciacion en la respuesta en
anticuerpos hacia la HSP, entre sueros de individuos infectados y no infectados con T.
cruz.

Se determino6 la cantidad 6ptima de antigeno para sensibilizar la policubeta y la
dilucién Optima de suero. Se probaron cantidades decrecientes de antigeno, 800, 600,
400 y 200 ng, y cantidades decrecientes de un lote de sueros positivos y uno de sueros
negativos para Chagas, con diluciones al medio desde 1:50 hasta 1:1600,
seleccionandose aquella cantidad de antigeno y dilucion de suero que permitiera la
mejor discriminacién entre los sueros positivos y negativos para Chagas, que fuera
punto medio del rango de paralelismo entre ambas curvas y que diera valores de DO

inferiores a 2. Se selecciond 600 ng de antigeno y la dilucioén de suero 1:100.

[1I.11.2Condiciones de ELISA

Los pocillos de las placas de poliestireno utilizadas para la reaccion (Costar,
Cambridge, MA, USA) se cubrieron con proteina recombinante diluida en soluciéon TBS
50 mM pH 8.0 (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM) (600 ng/pocillo). Las placas se
incubaron a 37°C por 1 hora y luego a 4°C toda la noche (18-20 hrs) en cdmara humeda.
Se lavaron 2 veces con PBS-T y se bloquearon con 1% de BSA en PBS (200 ul/pocillo)
por 1 hr a 37°C. Después de lavar 5 veces con PBS-T se agregaron por duplicado las
muestras de suero diluidas 1:100 en PBS-T conteniendo 0.1 % de BSA (50 ul/pocillo).

En cada placa se realizd en simultaneo una curva de titulacion de una muestra de
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referencia (diluciones sucesivas al '5: 1/50 a 1/1600 del lote de sueros positivos para
Chagas).

Las placas se incubaron 1 hr a 37°C, y después de 5 lavados con PBS-T se agreg6
anti IgG total humana conjugada a peroxidasa (Sigma Chemical Corporation, Saint
Louis, MO, USA), diluida 1:2000 en PBS-T conteniendo 0,1 % de BSA (50 pl/pocillo).
Se incubaron las placas a 37°C por 30 minutos, y se agregd una solucién de H,O, y
TMB (RDI, USA) (50 pul/pocillo). Después de incubar a 37°C por 5 min y en oscuridad,
se par6 la reaccion con SO4H, 2N (50 pl/pocillo). Se midié la DO a 450 nm en lector de
ELISA, considerando como resultado la media de las dos DO leidas por cada suero, y
tomandose como coeficientes de variacion intraplaca aceptables, valores inferiores a
7%. Los valores obtenidos de DO se refirieron a titulos arbitrarios de anticuerpos,
relativos a la muestra de referencia. A la dilucién 1:100 del suero de referencia se le

asignoé un titulo arbitrario de 200 unidades.

III.12 AnAlisis estadistico

Para procesar las curvas de titulacion de anticuerpos y las graficas comparativas
seguin serologia para la enfermedad de Chagas, se utilizo el programa Graph Pad Prism
version 2.00.

Los estudios estadisticos se realizaron con el Programa EPI Info Version 5.01b.

Las comparaciones entre grupos se hicieron en relacion a sexo, edad, tiempo de
residencia en zona endémica, distribucion de los FRA, grado de cardiopatia, niveles de

anticuerpos, distribucion de alelos HLA-DRBI1. Las variables categéricas se analizaron
por la prueba de X2 o Prueba Exacta de Fisher. Para las variables cuantitativas, las

diferencias en valores de medianas se realizaron por andlisis no paramétricos de
variancia de Kruskal Wallis y la Prueba de la U de Mann Whitney. Los potenciales
factores de confusion se ajustaron por medio del método de Cochran-Mantel-Haenszel)
(Kleinbaum DG et al., 1982). El nivel de significacion fue establecido en P< 0.05. Las

relaciones de Odds se calcularon por medio de Statcalc.
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IV Resultados

IV.1 Relevamiento de la muestra de individuos chagésicos y no chagésicos

Las personas que participaron del estudio concurrieron al Servicio de Cardiologia-
Catedra de Patologia Médica I, Facultad de Ciencias Médicas de la UNR, Seccion
Enfermedad de Chagas, por alguna de las siguientes razones: (1) diagnostico reciente de
infeccion con T. cruz, (2) interés personal en saber si se hallaba infectado en razon de
que un familiar poseia la infeccion.

El mayor porcentaje nacié en areas rurales de regiones endémicas para la
Enfermedad de Chagas de la Argentina, mayoritariamente de Chaco, Santiago del
Estero, Santa Fe y Cérdoba. El resto vino de Entre Rios, Corrientes, Formosa, Tucuman
y un pequefio numero, de paises limitrofes como Bolivia y Paraguay. Todos ellos
migraron a la ciudad de Rosario siendo adultos. Ninguno de los participantes estaba
siendo medicado con drogas anti-T. cruz.

La muestra qued6 finalmente constituida por 63 mujeres y 49 hombres,
totalizando 112 personas. La poblacion masculina estudiada estuvo compuesta de
trabajadores manuales, mientras que las mujeres eran amas de casa o empleadas
domésticas en su gran mayoria. Las personas involucradas en esta investigacion fueron
informadas previamente y aceptaron participar voluntariamente en la misma. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de

Rosario.

V.2 Diagnéstico seroldgico especifico para T. cruzi

Una vez completada la ficha clinica de cada individuo con los datos generales y
estudios de Rx de torax y ECG, se procedi6é a realizar el diagnostico de infeccion
chagésica por medio de dos pruebas serologicas especificas: ELISA y HAIL

De los 112 sueros estudiados, 71 pacientes tuvieron serologia positiva para T.

cruz, y 41 fueron seronegativos.
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IV.3 Perfil de las personas clasificadas de acuerdo a la serologia v presencia de FRA

Luego de completarse el protocolo de estudio (ficha clinica con serologia
especifica para infeccion chagasica), se procedid a realizar una primera clasificacion de
los individuos, teniendo en cuenta los resultados de serologia para T. cruzi y la
presencia de factores de riesgo asociados al posible dafio cardiaco, tales como
tabaquismo (Ta), alcoholismo (Al) e hipertension arterial (Hi). Respecto de otros
factores de riesgo cardiaco, se detectaron algunos casos esporadicos de diabetes en el
total de la muestra (sin diferencias entre los grupos). De ese modo se definieron cuatro

grupos:

PosFRA: Personas con serologia positiva para T. cruzi y 1 o mas FRA.
NegFRA: Personas con serologia negativa para T. cruzi y 1 o mas FRA.
Pos: Personas con serologia positiva para T. cruz y sin FRA.

Neg: Personas sin serologia evidente para T. cruzi y sin FRA.

No se observaron diferencias respecto al lugar de nacimiento y las condiciones de
vida de las personas pertenecientes a los distintos grupos, antes de migrar.

Las caracteristicas generales de los individuos estudiados se muestran en la Tabla
IV.1.

En la clasificacion realizada, 44 personas no presentaron ninguno de los factores
de riesgo estudiados: 29 serologicamente positivas para T. cruzi y 15 seronegativas. El
resto de los individuos estudiados (68) presentaron uno o mas FRA, 42 de ellos
seropositivos y 26 seronegativos.

Al analizar la distribucion de los individuos de acuerdo al sexo, no se observo
diferencia entre los individuos seronegativos sin FRA, donde 9 fueron de sexo femenino
y 6 de sexo masculino. Sin embargo, en el grupo seropositivo sin FRA, hubo una mayor
proporcién de mujeres (Fem./masc.=23/6) (P<0.02 - prueba de y?). En el caso de los
individuos con FRA, no se observaron diferencias en la distribucion de acuerdo al sexo,
13/13 y 18/24 para los seronegativos y seropositivos, respectivamente. Un andlisis por
separado para determinar si las variables de impacto (cuali y cuantitativas) mostraban

asociacion con sexo arrojo resultados negativos en todos los casos.
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El promedio de edad (medias & DS en afios), 48+£10.6 para los seronegativos sin
FRA, 53+13 para los seronegativos con FRA, 54+14.8 para los seropositivos sin FRA y
46.5+13.2 para los seropositivos con FRA, no mostré diferencias estadisticas entre los
grupos.

El tiempo de residencia de los individuos en areas de alta endemicidad (medias +
DS en afos), 25+14 para Neg, 20+13.3 para Pos, 24.7+17.4 para NegFRA y 27+20 para

PosFRA, tampoco mostré diferencia entre los grupos.

Tabla 1V.1. Perfil de las personas distribuidas de acuerdo a la serologia para T. cruz y
presencia de Factores de Riesgo Asociados (FRA)

Sin FRA Con FRA

Seronegativos Seropositivos Seronegativos — Seropositivos

Numero de personas 15 29 26 42

Sexo (fem./masc.)  9/6 23/69 13/13 18/24
Edad+ 48+10.6 46.5+13.2 53+13 54+14.8
Tiempo de 25+14 20+13.3 24.7x17.4 27+20

residencia en area

endémicaf

1 medias £ DS en afios
9diferente de PosFRA y NegFRA (P<0.02, prueba de xz)

IV .4 Distribucién de los individuos de acuerdo al niimero vy tipo de FRA.

Al estudiar la presencia de FRA entre los grupos seropositivos y seronegativos para
Chagas, se observo la siguiente distribucion: para el grupo NegFRA, Ta 18, Al 7 e Hi
13 (total= 18/41), mientras que para el grupo PosFRA, Ta 31, Al 14 e Hi 13 (total=
42/71). El andlisis estadistico no mostrd diferencias significativas en la distribucion de
los FRA entre estos dos grupos (no significativo, -ns). Tabla IV.2. Respecto al factor

sobrepeso, ninguno de los pacientes estudiados presentd esa caracteristica.
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Sin embargo, cuando se compar6 la distribucién de individuos de acuerdo al
nimero de FRA que poseian (1, 2 o 3 FRA), hubo una mayor ocurrencia de personas
con 2 FRA dentro del grupo seropositivo (P < 0.03) (prueba de la probabilidad exacta
de Fisher).

Tabla V.2 Distribucion de los individuos seropositivos y seronegativos para
Chagas, de acuerdo al ntimero y tipo de factores de riesgo asociados (FRA)
que presentan.

Distribucién de FRA Seronegativos ~ Seropositivos
n=26 n=42

N° de personas con 1 FRA 18 26
Alcohol (Al) 1 3
Hipertension(Hi) 7 5
Tabaco (Ta) 10 18

N°de personas con 2 FRA* 4 15
Al+Ta 2 7
Al+Hi - 3
Ta+Hi 2 5

N° de personas con 3 FRA 4 1
Al+Ta+Hi

*Comparacion entre PosFRA y NegFRA en relacion a la presencia de 2 o 3
FRA, P <0.03 (Prueba de la probabilidad exacta de Fisher)

La diferencia que se agregd fue a los fines descriptivos; teniendo en cuenta que al

omitirse alguien podria haber argumentado la necesidad de mostrar este resultado.

&3



Resultados

IV.5 Clasificacién de los individuos de acuerdo a la presencia y severidad de la cardiopatia

Con los resultados de los estudios serologicos, clinicos y cardioldgicos, los
individuos chagasicos fueron agrupados de acuerdo a la presencia de cardiopatia y a la
severidad de la misma en Grupo I (G1), Grupo II (G2) y Grupo III (G3).

El criterio utilizado fue:

Grupo I: serologia (+), asintomaticos, ECG normal, RX térax normal.

Grupo II: serologia (+), sin insuficiencia cardiaca congestiva, ECG con a)
alteraciones de la conducciéon (HAI, BCRD), b) arritmias ventriculares o c¢) a+b, RX
relacion cardiotoracica < 0,55.

Grupo III: serologia (+), con insuficiencia cardiaca congestiva, ECG patologico,

RX relacion cardiotoracica > 0,55.

El mismo criterio fue aplicado para los individuos con serologia negativa para
Chagas, con la excepcion de que los trastornos electrocardiograficos podian ser de

cualquier tipo.

Tomados desde el punto de vista inicamente seroldgico (sin tener en cuenta los
FRA), la distribucion de individuos de acuerdo al grado de compromiso cardiaco, fue la
siguiente: 27 seronegativos y 25 seropositivos en el grupo G1, 13 seronegativos y 32
seropositivos en G2, 1 seronegativo y 14 seropositivos en el grupo G3 (Tabla IV.3). La
comparacion estadistica arrojo un resultado estadisticamente significativo, dado que la
ocurrencia de categorias G2 y G3 fue proporcionalmente mayor en los seropositivos.

P<0.003 (prueba de %?).
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Tabla 1V.3. Distribucion de individuos con serologia
positiva y negativa para Chagas, de acuerdo al grado
de compromiso cardiaco (categorias G1, G2 y G3)

Categoria  Seropositivos  Seronegativos

n=71 n=41
Gl 25 27
G2 32 13
G3 14 1

Ocurrencia de G2 y G3 proporcionalmente
mayor en seropositivos. P<0.003 (prueba de %)

Posteriormente, se estudio la distribuciéon de los individuos agrupados por
serologia y FRA, segtin el grado de compromiso cardiaco, como se muestra en la tabla
V4.

Los individuos NegFRA (26) quedaron distribuidos de acuerdo al grado de
compromiso cardiaco en: 13 G1, 12 G2 y 1 G3; mientras que aquellos negativos sin
FRA (15), se distribuyeron: 14 en G1, 1 en G2 y ninguno en G3. La ocurrencia de
categoria G2 entre los individuos NegFRA fue significativamente superior a la
observada en los Neg (P<0.015) (Tabla IV.4). O sea que, dentro de la poblacion
serologicamente negativa para la Enfermedad de Chagas pero con factores de riesgo
cardiaco asociados, se observo, como era de esperar, un nimero mayor de casos con
afectacion cardiaca respecto de aquellos sin FRA.

Los pacientes serologicamente positivos que poseian uno o mas FRA (42),
quedaron distribuidos de acuerdo al grado de compromiso cardiaco en: 11 G1, 18 G2 y
13 G3. Aquellos con serologia positiva sin FRA (29), quedaron distribuidos: 14 en G1,
14 en G2 y 1 en G3. Como se puede observar en la Tabla 4, el grupo PosFRA presento

una mayor proporcion de categoria G3 respecto del grupo Pos (P<0.015).
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Tabla1V.4. Clasificacion de los individuos agrupados de acuerdo
a la serologia para T. cruzi y FRA, sugtin la presencia y severidad
de cardiopatia.

Grupo Severidad de la cardiopatia ~ Total
Gl G2 G3

NegFRAY| 13 12 1 26

Neg 14 1 0 15

PosFRAS 11 18 13 42

Pos 14 14 1 29

4| Distribucion de G1 y G2 significativamente diferente de Neg,
P<0.015 (prueba de la probabilidad exacta de Fisher)
§ Distribucion de G2 y G3 significativamente diferente de Pos,
P<0.015 (prueba de la probabilidad exacta de Fisher)

En un andlisis posterior se efectuaron pruebas de ajuste por edad, para descartar
que esta variable no tuviera alguna participacion en las diferencias encontradas en
cuanto a las categorias de compromiso cardiaco segun los 4 grupos en estudio. El
analisis en las frecuencias de alteraciones cardiacas, segin los grupos y ajustadas por
edad, no se apart6 de las diferencias registradas en el andlisis crudo (prueba de Mantel-
Haenszel-Cochrane). Vale decir que la variable edad no introdujo sesgo alguno sobre

las variaciones en los puntos finales (variables de impacto).

IV.6 Anticuerpos hacia moléculas con estructuras homologas T. cruzi-huesped

Se estudidé la respuesta en anticuerpos IgG hacia moléculas del parasito que
presentan homologias con moléculas del huesped infectado, y que podrian colaborar en
la patologia cardiaca, a través de alguno de los mecanismos autoinmunes descriptos. Las
moléculas analizadas fueron CZ, MS, TcP23, SFC y HSP.

Al observar la distribucion de los niveles de anticuerpos hacia estas moléculas

para el grupo con serologia positiva para la enfermedad de Chagas, se observé en la
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mayoria de los casos, una alta dispersion de los valores de DO, asi como una
distribucion alejada de la normalidad (no gaussiana). Por esta razon, para una mejor
apreciacion de los resultados, se presentaron los datos en mediana, con los percentilos

25y 75.

IV.6.1 Anticuerpos IgG hacia CZ

La respuesta en anticuerpos IgG hacia CZ se midid por ELISA, siguiendo el
protocolo de Cerban y col. (Cerban FM et al., 1993).

Las muestras se estudiaron por duplicado y los niveles de anticuerpos se
expresaron en DO.

La linea de corte para discriminar entre los individuos con serologia positiva y
negativa para Chagas se establecié como la media de las DO de los sueros negativos + 2
DS. La media de los sueros negativos fue de 0.129 y el DS fue de 0.033,
estableciéndose de esta manera la linea de corte en 0.195. La DO media de los blancos
de reaccion (Ag-conjugado) fue de 0.058, y fue restada de los valores de DO de las

muestras estudiadas.

IV.6.1.1 Anticuerpos 1gG anti-CZ en individuos infectados con T. cruz

Como era de esperar para este tipo de anticuerpos especificos hacia T. cruz, la
presencia de anti-CZ solo se detect6 en los individuos infectados, como se muestra en la
fig. IV.1. Se realiz6 un analisis no parametrico de los datos, expresandose los niveles de
anticuerpos en mediana DO (percentilos 25-75), observandose que los individuos con
serologia positiva para Chagas tuvieron niveles de anticuerpos anti-CZ de 1.18 (0.75-
1.32), con un valor minimo de 0.21 y un valor maximo de 1.59, pero con una tendencia
a valores de DO superiores a 1.

Los individuos con serologia negativa para Chagas presentaron niveles de
anticuerpos de 0.13 (0.11- 0.14) (min 0.08 - max 0.22), los que mostraron ser
significativamente inferiores a los observados en los seropositivos (P<0.0001- U de

Mann Whitney).
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Fig. IV.1. Niveles de anticuerpos IgG anti-CZ en individuos agrupados
de acuerdo a la serologia para la enfermedad de Chagas. Diagrama de
dispersion de los valores de DO para el ensayo de ELISA, con las
medianas respectivas indicadas con una linea horizontal.

IV.6.1.2 Anticuerpos 1gG anti-CZ en individuos infectados con T. cruzi que poseen

FRA

Los niveles de anticuerpos anti-CZ ([mediana DO (percentilos 25-75)] para los
individuos con serologia negativa para Chagas, de acuerdo a la presencia de factores de
riesgo fueron: 0.13 (0.11 - 0.14), para el grupo NegFray 0.11 (0.10 - 0.13) para el grupo
Neg, sin diferencias significativas entre ambos. Sin embargo, al analizar los niveles
séricos de anticuerpos anti-CZ en los individuos chagasicos, se observo que éstos
estaban significativamente mas aumentados en los PosFRA [1.24 (1.11 - 1.39)] respecto

de los Pos [1.03 (0.45- 1.28)] (P<0.006), como se muestra en la Tabla IV.5.
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TablalV.5. Anticuerpos IgG anti-CZ en suero
de pacientes infectados y no infectados con T. cruz,
segun la presencia de FRA, expresados en DO.

Grupo n  DOfT

NegFRA 26 0.13(0.11-0.14)
Neg 15 0.11(0.10-0.13)
PosFRA 42 1.24(1.11-1.39)
Pos§ 29 1.03 (0.45-1.28)

P<0.0001*

1 mediana DO (percentilos 25-75)

§ diferente de PosFRA, P<0.006 (U de Mann Whitney).

*prueba de Kruskal-Wallis

IV.6.1.3 Anticuerpos |gG anti-CZ en pacientes infectados con T. cruz, con distinto

grado de cardiopatia

Al analizar los niveles de anticuerpos anti-CZ de acuerdo al grado de cardiopatia

que presentaban los individuos, no se observaron diferencias significativas entre los

grupos (Tabla I'V.6).

Tabla 1V.6. Anticuerpos IgG anti-CZ en personas
infectadas con T. cruz, segun la presencia y
severidad de la cardiopatia, expresados en DO.

Categoria n

DO

Gl 25
G2 32
G3 14

1.17 (0.74-1.29)
1.19 (0.75- 1.33)
1.22 (1.05- 1.31)

P=ns*

1 mediana DO (percentilos 25-75)
*ns= no significativo (prueba de Kruskal-Wallis)
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1V.6.2 Anticuerpos IgG hacia Miosina (MS)

La respuesta en anticuerpos IgG hacia MS se midio por ELISA.

El analisis no permiti6 la discriminacién entre los sueros con serologia positiva
para Chagas de aquellos serologicamente negativos. No obstante, se evaluaron la
totalidad de los sueros, obteniéndose niveles de anticuerpos de 0.37 (0.32 - 0.44) para
los primeros y de 0.37 (0.31 - 0.45), para los segundos (fig. IV.2). La DO de los blancos

de reaccion fue de 0.062, y fue restada de los valores de DO de las muestras estudiadas.
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Fig. 1V.2. Niveles de anticuerpos (Ac) IgG anti-MS en individuos agrupados de
acuerdo a la serologia para la enfermedad de Chagas. Diagrama de dispersion de
los valores de DO para el ensayo de ELISA, con sus respectivas medianas
indicadas con una linea horizontal.

IV.6.3 Anticuerpos IgG hacia TcP2f3

La respuesta en anticuerpos IgG hacia la proteina recombinante TcP2 se midi6
por ELISA, segun protocolo de Marcipar y col. (Marcipar I et al., 2004).

Las muestras se estudiaron por duplicado y los niveles de anticuerpos se

expresaron en DO.

90



Resultados

La linea de corte para discriminar entre los individuos con serologia positiva y
negativa para Chagas se establecié como la media de las DO de los sueros negativos + 2
DS. La media de los sueros negativos fue de 0.140 y el DS fue de 0.042,
estableciéndose de esta manera la linea de corte en 0.224. La DO media de los blancos
de reaccion (Ag-conjugado) fue de 0.061, y fue restada de los valores de DO de las

muestras estudiadas.

IV.6.3.1 Anticuerpos anti-TcP2B en individuosinfectados con T. cruz

Los trabajos efectuados en otros laboratorios han sefialado la existencia de
reacciones cruzadas hacia esta proteina entre sueros de individuos infectados con T.
cruzi y sueros de individuos con otra patologia, como Lupus Eritematoso Sistémico
(Kaplan D et al., 1997). Dado que esta patologia no se hallaba presente en ninguno de
los participantes del estudio, era de esperar niveles de anticuerpos anti-TcP2f solo en
aquellos individuos seropositivos para la Enfermedad de Chagas, al igual que para el
caso de anticuerpos anti-CZ.

Los niveles de anticuerpos IgG anti-TcP2f3 fueron de 0.75 (0.57 - 0.99) para los
individuos con serologia positiva para T. cruz, con un valor minimo de 0.16 y un valor
maximo de 1.20, y de 0.13 (0.11 - 0.16), para los individuos seronegativos, con un valor
minimo de 0.07 y un valor maximo de 0.26, siendo la diferencia significativa
(P<0.0001- U de Mann Whitney). La distribucion de los niveles de anticuerpos para los

individuos de los dos grupos se muestra en la fig. [V.3.
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Fig. IV.3. Niveles de Ac IgG anti-TcP2f en individuos agrupados
de acuerdo a la serologia para la enfermedad de Chagas. Diagrama
de dispersion de los valores de DO para el ensayo de ELISA, con
las medianas respectivas indicadas con una linea horizontal.

1V.6.3.2 Anticuerpos anti-TcP28 en individuos infectados con T. cruzi que poseen
FRA

Al estudiar la posible asociacion de niveles séricos de anticuerpos anti-TcP2f3
con factores de riesgo, se pudieron constatar valores aumentados en los individuos
seropositivos que poseian factores de riesgo, de 0.84 (0.65 - 1.02), respecto de los
seropositivos que no los poseian, 0.66 (0.39 - 0.89) (P<0.02). Tabla I'V.7.

No hubo diferencias en los niveles de anticuerpos entre los individuos

seronegativos para la enfermedad de Chagas, respecto a los FRA.
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TablalV.7. Anticuerpos IgG anti-TcP2f3

en suero de pacientes infectados y no infectados
con T. cruz, segun la presencia de FRA,
expresados en DO.

Grupo n DOT

NegFRA 26 0.15(0.11-0.19)

Neg 15 0.12 (0.10-0.15)

PosFRA 42 0.84 (0.65-1.02)

Pos* 29 0.66 (0.39-0.89)
P<0.0001"

1 mediana DO (percentilos 25-75)
*Difiere de PosFRA, P<0.02 (p. U de Mann Whitney)
" Prueba de Kruskal-Wallis

1V.6.3.3 Anticuerpos anti-TcP2B en individuos infectados con T. cruz, con distinto
grado de cardiopatia

Al efectuar el analisis de acuerdo a la presencia de compromiso cardiaco, la
Tabla I'V.8 muestra niveles de anticuerpos anti-P2 de 0.72 (0.56-0.92) para el grupo Gl1,
de 0.75 (0.44-1.02) para G2 y de 0.92 (0.67-1.12) para G3, comprobando que las
personas que pertenecian a la categoria 3 tuvieron una tendencia a presentar niveles mas
aumentados de estos anticuerpos, en el limite de significacion estadistica respecto de G1

(P=0.05).
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TablaV.8. Anticuerpos IgG anti-TcP2[3 en personas
infectadas con T. cruz, segun la presencia y severidad
de la cardiopatia, expresados en DO.

Categoria n unidades DOT

Gl 25 0.72 (0.56-0.92)
G2 32 0.75 (0.44-1.02)
G3* 14 0.92 (0.67-1.12)

tmediana DO (percentilos 25-75)
*Difiere de G1 (P=0.05) (p. U de Mann Whitney)

IV.6.4 Anticuerpos IgG hacia SFC

La respuesta en anticuerpos IgG se midié por ELISA segun protocolo de Avila y
col. (Avila JL et al., 1993), con algunas modificaciones realizadas a los efectos de

optimizar el ensayo.

IV.6.4.1 Optimizacién del EL |1SA

Trabajos previos mostraron respuesta en anticuerpos IgG hacia SFC en individuos
normales (Garcia R et al., 1998; Avila JL et al., 1993), dato que se corrobor6 con una
prueba preliminar de los sueros en estudio. Por esta razon, se evaluaron las condiciones
optimas de trabajo para obtener la mayor diferenciacion entre sueros seroldgicamente
positivos y negativos para la Enfermedad de Chagas. Se realizaron curvas de titulacion
de anticuerpos para un lote de sueros positivos y uno de sueros negativos para Chagas, a
diferentes concentraciones de antigeno. El lote de sueros positivos fue utilizado luego
como muestra de referencia para la determinacion de anticuerpos IgG de los sueros
estudiados. A los efectos de referir luego los valores de DO de cada suero relativo a la
curva de titulacion de anticuerpos de la muestra de referencia, se seleccion6 la dilucion
de suero que presenté la mayor diferencia de DO entre los lotes, en el rango de

paralelismo entre las curvas y en un punto de alta sensibilidad (alta pendiente).
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Las mejores condiciones se obtuvieron sensibilizando la policubeta con 1.14 g
de sulfato de cerebrosido y trabajando con una dilucién de sueros de 1:100. La DO
media de los blancos de reaccion (Ag-conjugado) fue de 0.058, y fue restada de los
valores de DO de las muestras estudiadas. Los resultados se muestran en la tabla IV.9 y

la fig.1V 4.

Tabla1V.9. Titulacion de Acs IgG anti-SFC, para un lote
de sueros con serologia positiva para Chagas, Ch(+) y otro
con serologia negativa, Ch(-).

Tnv. dil. Ac |DO Ch(+) |DO Ch(-) |DO(+)-DO(-)
50 1314 0.995 0.319
100 1.153 0.810 0.343
200 0.864 0.547 0.317
400 0.606 0.431 0.175
800 0.463 0.339 0.124

Inv. dil. Ac= Inversa dilucion de anticuerpos.
DO(+)-DO(-)= Diferencia de DO entre Ch(+) y Ch(-).

1.5+
—=— Chagas (+)
—=— Chagas (-)
g 1.0+
g
o
A 0.54
00 T T T 1
0 250 500 750 1000

Inv. dil. Ac

Fig. 1V.4. Curva de titulacion de anticuerpos IgG anti-SFC para un
lote de sueros con serologia positiva para Chagas (=) y uno con
serologia negativa (4 ). Grafico de las medias de las DO leidas en el
ensayo de ELISA en funcién de la dilucién de Ac. (1/50 a 1/1800),
expresadas en Inv. dil.
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Se estudiaron las muestras por duplicado y las medias de las DO de cada suero se

refirieron a la curva de titulacion de la muestra de referencia y se expresaron en

Unidades Arbitrarias (UA), asigndndose a la dilucion 1:100 un valor de 400 unidades.

La curva de titulacion de la muestra patron linealizada se muestra en la fig. IV.5. La

linealizacion se realizo transformando las variables x e y de la funcion hiperbolica

y =X /o+Bx, por x* = 1/x e y* = 1/y (Myers RH, 1986), como muestra la fig. IV.5.

a)
1.54
Titulo Ac (UA) DO (450 nm)
— 800 1.407
S
S 104 400 1.204
o 200 0.955
2 100 0.712
5’ 50 0.480
A 0.54 25 0.265
0.0 T T T 1
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Titulo Ac (UA)
b)
4_
3_
8
o 27 )
1_
O T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04

VUA

Fig. IV.5. a) Curva de titulacion de Ac IgG anti-SFC de la muestra patron.
Grafica de los valores medios de DO obtenidos en el ensayo de ELISA en
funcion del titulo de Ac expresado en UA (Uindades arbitrarias), con la tabla
respectiva. b) Curva a) linealizada, indicada en puntos rojos, con la regresion
lineal indicada con linea negra. Grafica de la inversa de los valores de DO en

funcion de la inversa de los valores de UA. Se asign6 el valor de 400 UA a la
dilneidn 1100
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IV.6.4.2 Anticuerpos anti-SFC en individuosinfectados con T. cruz.

Al estudiar la distribucion de los niveles de anticuerpos para el grupo con
serologia positiva para la enfermedad de Chagas, se observo una alta dispersion de los
valores de UA, asi como una distribucion alejada de la normalidad (no gaussiana) (fig.
IV.6). Del anélisis estadistico de los datos, se observo que la mediana de las UA para el
grupo de individuos seroldgicamente negativo fue de 42.7 (27.8 - 65.2), mientras que la
de los individuos seroldgicamente positivos fue de 58.4 (36.2 — 101.8), siendo la
diferencia estadisticamente significativa (P=0.01- U de Mann Whitney).

El nivel mas bajo de anticuerpos anti-SFC encontrado en el grupo con serologia
negativa para Chagas fue de 12.6 UA, mientras que el mayor fue de 101.2 UA. Para los
seropositivos, los valores minimo y maximo registrados fueron de 19.1 y 201.7 UA,
respectivamente (fig [V.6).

Si bien se detectaron niveles de anticuerpos anti-SFC en ambos grupos, se pudo
observar que el 25% de individuos serolégicamente positivos tuvo niveles de
anticuerpos anti-SFC por encima del mayor nivel de anticuerpos encontrados en los

individuos con serologia negativa para Chagas.
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Fig. 1V.6. Niveles de anticuerpos IgG anti-SFC en individuos
agrupados de acuerdo a la serologia para la enfermedad de Chagas.
Diagrama de dispersion de los valores de DO para el ensayo de ELISA,
con las medianas respectivas indicadas con una linea horizontal.
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1V.6.4.3 Anticuerpos anti-SFC en individuos infectados con T. cruzi, gue poseen
FRA

Analizando los resultados de niveles de anticuerpos anti-SFC para los 4 grupos
de individuos, clasificados de acuerdo a la serologia y a la presencia de FRA, se observo
que el nivel de anticuerpos para los pacientes con serologia negativa para Chagas con
uno o mas FRA fue de 38.5 (29.7 - 67.0), mientras que para aquellos serologicamente
negativos sin FRA fue de 45.9 (25.7 - 63.6). El nivel de anticuerpos para los individuos
chagasicos fue de: 64.3 (40.1 - 108.6), para aquellos con FRA y 49.9 (30.1 - 77.6) para
aquellos que no poseian factores de riesgo. (Tabla 1V.10). Del andlisis estadistico se
observa que los niveles de anticuerpos anti-SFC fueron mayores en los PosFRA
respecto de los otros 3 grupos (P<0.05) (Prueba de Kruskal Wallis). Pos, NegFRA y

Neg, no tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Tabla1V.10. Anticuerpos IgG anti-SFC, en suero
de pacientes infectados y no infectados con T. cruz,
segun la presencia de FRA, expresados en UA

Grupo n UAT

NegFRA 26 38.5(29.7-67.0)

Neg 15 45.9(25.7-63.6)

PosFRA 42 64.3(40.1-108.6)

Pos 29 49.9(30.1-77.6)
P<0.05*

tmediana UA (percentilo 25-75)
* Prueba de Kruskal Wallis
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1V.6.4.4 Anticuerpos Anti-SFC en la muestra total de la poblacién, segin e grado
de cardiopatia.

Analizando los niveles de anticuerpos en los individuos con serologia positiva
para Chagas, de acuerdo a la presencia y severidad de la cardiopatia, se observo la
siguiente distribucion: 45.9 (35.4 - 58.4) para G1, 58.5 (32.9 - 115.2) para G2 y 111.9
(76.1 - 134.4) para G3.

El hecho de observar moderados niveles de anticuerpos en los individuos con
serologia negativa para Chagas, llevo a estudiar la relacion entre los niveles de estos
anticuerpos y la presencia y severidad de la cardiopatia también en este grupo,
observandose la siguiente distribucion: 34.4 (26.3 - 52.9) para G1, 68.8 (27.8 - 70.7)
para G2y 99.7 para G3.

Como se muestra en la Tabla IV.11, los niveles de anticuerpos anti-SFC fueron
significativamente elevados en los individuos pertenecientes a G3 respecto de los otros
grupos (Gl y G2), en el caso de los seropositivos para Chagas (P<0.03). Similar
situaciéon se observo en el caso de los seronegativos, con niveles de anticuerpos
significativamente mayores en los individuos pertenecientes a G2 respecto de Gl
(P<0.02). Cabe aclarar que en el grupo de los seronegativos hay un solo caso
perteneciente a G3, por lo cual no fue posible incluir a este grupo dentro del analisis
estadistico.

Del andlisis surge que los cardidpatas tuvieron niveles mas elevados de
anticuerpos anti-SFC que los individuos asintomadticos, independientemente del estado

seroldgico.
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Tabla 1V.1. Analisis de anticuerpos IgG anti-SFC
en la muestra de la poblacion completa, de acuerdo
al grado de cardiopatia, expresados en UA.

Categoria n UAT
Seropositivos

Gl 25 45.9 (35.4-58.4)
G2 32 58.5(32.9-115.2)
G31 14 111.9 (76.1-134.4)
Seronegativosi

Gl 27 34.42 (26.3-52.9)
G2 § 13 68.8 (32.7-70.7)
G3 1 99.7

1 mediana UA (percentilos 25-75)

1 Con propositos comparativos la cardiopatia en este grupo

se clasificé de acuerdo al criterio usado para el grupo seropositivo.

q Diferente del resto de los grupos (P<0.03) (p. de Kruskal-Wallis)
§ Diferente de G1 (P<0.02) (p. U de Mann Whitney)

1V.6.5 Anticuerpos IgG hacia HSP

La respuesta en anticuerpos IgG hacia HSP se midio por ELISA), seglin protocolo

de Meeker et al. (Meeker HC et al., 1989) con algunas modificaciones en las variables

utilizadas, a los efectos de optimizar el andlisis.

IV.6.5.1 Optimizacién del EL|1SA

Al ser la HSP una proteina altamente conservada en la evolucion de las especies,

es expresada por todos los microorganismos y mamiferos. Por esta razén, era de esperar

una respuesta en anticuerpos en la mayoria de la poblacién estudiada, resultado que se

comprob6 en una prueba preliminar realizada. De acuerdo con ello, y a efectos de
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optimizar las condiciones de diferenciacion de la respuesta humoral hacia la HSP entre
los sueros de individuos chagésicos y no chagésicos, se realizaron curvas de titulacion
de anticuerpos para un lote de sueros positivos y uno de sueros negativos para T. Cruz,
a diferentes concentraciones de antigeno. El lote de sueros positivos fue utilizado luego
como muestra de referencia para la determinacion de anticuerpos IgG de los sueros
estudiados. A los efectos de referir luego los valores de DO de cada suero relativo a la
curva de titulacion de anticuerpos de la muestra de referencia, se seleccion6 la dilucion
de suero que presenté la mayor diferencia de DO entre los lotes, en el rango de
paralelismo entre las curvas y en un punto de alta sensibilidad.

Las mejores condiciones se obtuvieron sensibilizando la policubeta con 600 ng de
proteina recombinante y trabajando con una dilucién de sueros de 1:100. La DO media
de los blancos de reaccion (Ag-conjugado) fue de 0.060 y fue restada de los valores de
DO de las muestras analizadas. Los resultados se muestran en la tabla IV.12 y en la fig.

IV.7.
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Tabla 1V.12. Titulacién de Acs IgG anti HSP65 kDa,
para un lote de sueros con serologia positiva para Chagas,

Ch(+) y uno con serologia negativa, Ch(-).

inv. dilLAc |DO Ch(+) |DO Ch(-) |DO(+)-DO(-)
50 1.468 0.943 0.525
100 1.195 0.662 0.533
200 0.852 0.469 0.383
400 0.589 0.325 0.264
800 0.347 0.186 0.161

Inv. dil. Ac= Inversa dilucion de Acs.
DO(+)-DO(-)= Diferencia de DO medias entre Ch(+) y

Ch(-).

1.50+

1.25+

1.00+

0.75+4

DO 450 nm

0.50+

0.254

—=— Chagas (+)

—— Chagas (-)

0.00

0

T
100 200 300 400 500 600 700 800 900

inversa dil. Ac

Fig.IV.7: Curva de titulacion de anticuerpos IgG anti-HSP65 kDa
para un lote de sueros con serologia positiva para Chagas (=) y
uno con serologia negativa (4 ).Grafico de las medias de las DO

leidas en el ensayo de ELISA en funcién de la dilucion de Ac.
(1/50 a 1/1800), expresadas en Inv. dil.

Una vez establecidas las condiciones Optimas para el ELISA, se estudiaron las

muestras por duplicado y las medias de las DO de cada suero se refirieron a la curva de

titulacion de la muestra de referencia y se expresaron en UA, asignandose a la dilucion

1:100 un titulo de 200 unidades. Para este fin, se linealiz6 la curva de titulacion de la
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muestra patron, transformando las variables x e y de la funcion hiperboélica y = x /a+x,

por x* = 1/x e y* = 1/y, como muestra la fig. IV.8.

a)
2_
Titulo Ac (UA) DO (450 nm)
e 400.0 1.799
c 200.0 1.476
Q 100.0 1.095
NI 50.0 0.730
o) 25.0 0.422
a 125 0.229
O T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Titulo Ac (UA)
b)
5_
/-\4_
e
[
3 4]
N
O o
Q2
|
1_
O T T T 1
0.000 0.025 0.050 0.075  0.100

1/UA

Fig. IV.8. a) Curva de titulacion de Acs IgG anti-HSP 65 kDa de la muestra
patron. Grafica de los valores medios de DO obtenidos en el ensayo de ELISA en
funcion del titulo de Ac expresado en UA (Uindades arbitrarias), con la tabla
respectiva. b) Curva a) linealizada, indicada en puntos rojos, con la regresion
lineal indicada con linea negra. Grafica de la inversa de los valores de DO en

funcion de la inversa de los valores de UA. Se asigno el valor de 200 UA a la
dilneidn 1-100
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Al estudiar la distribucion de los niveles de anticuerpos para el grupo con
serologia positiva para la enfermedad de Chagas, se observé una alta dispersion de los
valores de UA, asi como una distribucion alejada de la normalidad (no gaussiana) (fig.
IV.9). Para el grupo de individuos seroldgicamente negativos los valores fueron de 35.9
(26.0 — 55.6), con un valor minimo de 5.2 y un valor maximo de 125.3, mientras que la
de los individuos serolégicamente positivos fue de 72.6 (41.8 - 133.6), con un valor
minimo de 10.5 y un valor maximo de 654.9. EL analisis estadistico con la prueba de la
U de Mann Whitney arroj6 una diferencia altamente significativa, P<0.0001.

De los datos se observa que el 25% de los individuos infectados con T. cruz
tuvo niveles de anticuerpos anti-HSP superiores a los niveles mas altos detectados en
los individuos no chagasicos (125.3 UA), y que el 50% de éstos estuvieron entre 200 y
650 UA.

700+
o " CHAGAS+
§600_ K 4  CHAGAS-
~ 500+ .
% | |
I. 400+ .
e 300+ .
< | |
o 2007 "
< ':-.l' .
100+ WL LL st
el i
0 CHAGAS + CHAGAS -

Serologia Chagas

Fig. 1V.9. Niveles de Anticuerpos anti-HSP en individuos agrupados
de acuerdo a la serologia para la enfermedad de Chagas. Diagrama
de dispersion de los valores de DO para el ensayo de ELISA, con las
medianas respectivas indicadas con una linea horizontal.
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IV.6.5.3 Anticuerpos anti-HSP en individuos infectados con T.cruz, que poseen
FRA

Analizando los resultados de los niveles de anticuerpos anti-HSP para los 4
grupos de individuos, clasificados de acuerdo a la presencia de FRA, no se observo
diferencia entre los individuos NegFRA [35.2 (27.0 - 60.3)] y Neg [35.9 (19.0 - 48.90)].
Sin embargo, cuando se analizaron los individuos seropositivos para Chagas, se observo
que los niveles de anticuerpos para aquellos que poseian uno o mas FRA [93.7 (49.1 -
151.6)], fue significativamente mayor que aquellos que no poseian FRA [50.9 (39.5 -
67.8)] (P<0.03). (Tabla IV.13).

Tabla 1V.13. Anticuerpos IgG anti-HSP, en suero
de pacientes infectados con T. cruz, segun la
presencia de FRA, expresados en UA.

Grupo n UAT

NegFRA 26 35.2(27-60.3)

Neg 15 35.9(19-48.9)

PosFRA 42 93.7(49.1-151.6)

Pos* 29 50.9(39.5-67.8)
P<0.00019

tmediana (percentilo 25-75)
*Difiere de PosFRA, P<0.03 (U de Mann Whitney)
Y[Prueba de Kruskal Wallis

IV.6.5.4 Anticuerpos anti-HSP en individuos infectados con T. cruz, con distinto
grado de cardiopatia

Los niveles de anticuerpos anti-HSP para los individuos seropositivos,
clasificados de acuerdo al grado de cardiopatia, fueron 62.8 (41.4 — 94.0) para G1, 78.9
(41.2 — 165.7) para G2 y 88.4 (52.7 — 103.3) para G3. De los datos se observa que los
pacientes G3 mostraron mayores niveles de anticuerpos anti-HSP, pero la tendencia no

alcanzo significacion estadistica (Tabla IV.14).
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Respecto a los individuos seronegativos para la enfermedad de Chagas, no se
observaron diferencias en los niveles de anticuerpos, en relacion a su estado

cardiolégico.

Tabla1V.14. Anticuerpos IgG anti-HSP en personas
infectadas con T. cruz, segun la presencia y severidad
de la cardiopatia, expresados en UA.

Categoria n  UAT

Gl 25 62.8(41.4-94.0)

G2 32 78.9(41.2-165.7)

G3 14 88.4(52.7-103.3)
ns*

tmediana UA (percentilo 25-75)
*Prueba de Kruskal-Wallis

IV.7 Asociacion entre niveles de anticuerpos hacia las distintas moléculas estudiadas vy cada

uno de los FRA en particular

Los individuos seropositivos que presentaron 1 FRA fueron luego analizados
para ver si alguno de esos factores (Ta, Al o Hi), estudiado individualmente, estaba
asociado con valores incrementados en los niveles de anticuerpos estudiados hacia las
distintas moléculas. En ningun caso, las comparaciones dieron diferencias

estadisticamente significativas.

IV.8 Diagnéstico parasitologico especifico para T. cruzi por PCR

Para detectar la presencia de ADN del T. cruzi en sangre periférica de los
individuos estudiados, se optimizé la PCR adoptada por Avila y col.(Avila HA et al.,

1991), segun se describe:
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IV.8.1 Optimizacion de las condiciones de la PCR

Concentracion de MgCl,: Para determinar la concentracion de Mg++ optima
para la actividad de la polimerasa taq se realizaron PCR con concentraciones
decrecientes de MgCl,, desde 6 mM hasta 1 mM, obteniéndose la mejor amplificacion

con la concentracion 3 mM.

Unidades de enzima polimerasa tag: Se realizaron PCR con 1.25, 1.5 y 2
unidades de polimerasa. No se observaron diferencias en la intensidad de bandas
obtenidas con las distintas cantidades, por lo que se trabajo con la menor cantidad

probada, 1.25 unidades.
Numero de ciclos de amplificaciéon: Se realizaron amplificaciones de 30, 35 y 40
ciclos, buscando aquella que diera la mejor sensibilidad y especificidad. Se selecciond

35 ciclos.

IV.8.2 Presencia de ADN del parésito en individuos con serologia positiva para Chagas

De los 71 individuos con serologia positiva para Chagas, se pudieron estudiar 39.
En 27 de ellos se identifico la banda de 330 pb correspondiente a la HVR del ADNk de
T. cruz [PCR (+)] (fig. IV.10), representando un 69.2% del total de la muestra. Esto es
indicativo de la sensibilidad de la técnica y, de alguna manera, de la cantidad de ADN
del parasito en circulacion sanguinea. O sea que la PCR(-) en individuos que
presentaban serologia positiva para Chagas mostr6 una cantidad de ADN circulante
indetectable por esta técnica, por lo menos en el momento de la toma de muestra.
Tedricamente era de esperar que en algunos seronegativos se pudiese encontrar una

PCR(+), sin embargo en la muestra estudiada ello no se presento.
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B 51 52 53 54 55 56 61 62 63 C(+H M

Fig. 1V.10. PCR de muestras de sangre de individuos con serologia
(+) para T. cruz. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
coloreado con bromuro de etidio. Calle 1: Blanco de reaccion (B),
calles 2 al 10: muestras numeradas. Calle 11: Control (+), ADN de
chagas agudo, calle 12: Marcador de tamafio de ADN (Ladder 100
pb). La banda de 330 pb indica presencia de ADN del parasito.

IV.8.3 PCR (4) en relacion con FRA

Al analizar una posible asociacioén entre la presencia de ADN del parésito en
sangre y la presencia de FRA en los individuos con serologia (+) para T. cruz, no se

encontrd ningun tipo de correlacion (Tabla IV.15).
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Tabla IV.15. Relacion entre presencia de ADN del parasito
en sangre [PCR (+)] y presencia de FRA, en individuos con
serologia (+) para T. cruz.

Grupo PCR(+) n=27 PCR(-) n=12
PosFRA 19 7
Pos 8 5
ns*
*prueba de y’

IV.8.4 PCR (+) en relacion con el grado de compromiso cardiaco

Se buscd una posible asociacion entre la presencia de ADN del parasito en sangre
y el grado de afectacion cardiaca de los pacientes infectados, observando la siguiente
distribucion: 8 G3, 12 G2 y 7 G1, fueron PCR(+) y 3 G3, 3 G2 y 6 G1, fueron PCR(-).

No se observaron diferencias significativas en la distribucion (Tabla IV.16).

Tabla 1V.16. Relacion entre grado de cardiopatia y
presencia de ADN del parasito [PCR(+)] en individuos
con serologia (+) para T. cruz.

Grupo PCR (+) n=27 PCR(-) n=12
Gl 7 6
G2 12 3
G3 8 3
ns*
*prueba de y”

IV.9 Tipificacidn del locus HLA-DRBI1 de las moléculas Clase II en la poblacién estudiada

Dado la repercusion que puede tener el polimorfismo de las moléculas HLA clase

II sobre el desarrollo de la respuesta inmune, se tipificaron los alelos HLA-DRBI
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mediante la técnica PCR-SSO. Las positividad de las muestras para cada alelo estudiado
se determiné por la presencia de una mancha negra en el punto correspondiente a cada
muestra en la membrana de nylon hibridizada con la sonda correspondiente a ese alelo
(fig. IV.11).

Del total de la muestra se pudieron estudiar 86 personas, 35 seropositivas y 41

seronegativas para la enfermedad de Chagas.

Control positivo Control negativo

Membrana 2

Membrana 1

Fig. 1V.11: Alelos HLA-DRBI identificados en la poblacion estudiada. Fotos
de resultados de hibridizacion realizadas por la técnica de PCR-SSO. Control
positivo: Productos de amplificacion de PCR enfrentados a una sonda que
reconoce el exon 2 completo. Control negativo: Productos de amplificacion
enfrentados a una sonda que no reconoce el exén 2. Membrana 1: Productos
enfrentados a la sonda especifica para alelos HLA-DRB1*03. Membrana 2:
Productos enfrentados a la sonda especifica para alelos HLA-DRB1*04. La
mancha negra indica reaccion positiva.
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IV.9.1 Alelos HLA-DRBI identificados en la poblacidn total

En los individuos seropositivos para Chagas se identificaron 19 alelos diferentes,
siendo los de mayor frecuencia DRB1*0409 (24.28%), DRB1*1503 (12.86%) y
DRB1*0701 (8.57%) (Tabla IV.17).

TablalV.17. Alelos DRB1 identificados en los individuos seropositivos para Chagas. A-1
corresponde al alelo 1 y A-2, alelo 2, respectivamente. n= numero de alelos. Frec %=
Frecuencia de alelos en %. Se identifican con rojo los tipos de alelos mas frecuentes.

A-1 n Frec % A-2 n Frec % n Total Total
Frec %
0102 4 11.4 4 5.71
0103 1 2.9 1 1.43
0301 2 5.7 0301 3 8.6 5 7.14
0409 11 31.4 0409 6 17.1 17 24.28
0415 1 2.9 1 1.43
0701 1 2.9 0701 5 14.3 6 8.57
0808 1 2.9 0808 4 114 5 7.14
0901 1 2.9 1 1.43
1103 2 5.7 1103 1 2.9 3 4.29
1105 1 2.9 1 1.43
1303 3 8.6 1303 2 5.7 5 7.14
1304 3 8.6 1304 2 5.7 5 7.14
1305 1 2.9 1 1.43
1404 1 2.9 1 1.43
1408 1 2.9 1 1.43
1410 2 5.7 2 2.86
1413 1 2.9 1 1.43
1415 2 5.7 2 2.86
1503 5 14.3 1503 3 8.6 8 11.43
Total 35 100 3 100 70 100

En los individuos seronegativos se identificaron 15 alelos distintos (Tabla

IV.18), siendo los mas frecuentes DRB1*1301 o DRB1*1303 o DRB1*1304 (20,74%);
DRB1*0701 o DRB1*1103 (26.82%) y DRB1*¥0102 0 DRB1*0808 (19.51%).
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Tabla 1V.18. Alelos DRBI identificados en los individuos seronegativos para Chagas. A-1
corresponde a Alelo 1 y A-2 a Alelo 2, respectivamente. n= numero de alelos, Frec %=
frecuencia de alelos en %. Se identifican con azul los tipos de alelos més frecuentes.

Al n Frec % A2 n Frec % n total Total
Frec %

0101 3 7.32 3 3.66
0102 6 12.19 6 7.32
0401 3 7.32 0401 2 4.88 5 6.10
0701 7 19.51 0701 4 9.75 11 13.41
0801 3 7.32 0801 2 4.88 5 6.10
0808 4 7.32 0808 6 9.75 10 12.19
0901 4.88 0901 2 4.88 2 2.44
1001 1 2.43 1001 1 2.43 2 2.44
1101 3 7.32 1101 3 7.32 6 7.32
1103 5 12.19 1103 6 17.07 11 13.41
1301 2 4.88 1301 1 2.43 3 3.66

1303 8 19.51 8 9.76
1304 2 4.88 1304 4 9.75 6 7.32
1501 3 7.32 3 3.66

1201 1 2.43 1 1.22
Total 41 41 82

1V.9.2 Alelos HLA-DRBI en las personas con serologia positiva para T. cruz, respecto

de las personas con serologia negativa.

Para establecer una posible relacion entre la genética del huésped y la
susceptibilidad a contraer la infeccion por T. cruz, se analizaron las frecuencias de los
alelos HLA-DRBI1 en las personas con serologia positiva para T. cruz, respecto de las
personas con serologia negativa (Tabla IV.19).

Al comparar las frecuencias entre seropositivos y seronegativos, existid una
distribucion desigual y significativa para el alelo DRB1*0409 (P<0.002- P. de chi
cuadrado). El Cociente de disparidad fue (Odds)= 5.33 (IC 95%: 1.72-17.61). Por
tratarse de un marcador genético el riesgo relativo puede tomarse como una estimacion
apropiada, dado que el alelo (como factor predictivo) es preexistente al evento
(adquisicion de la infeccion). De esta manera, el Riesgo relativo fue RR =4.22 (1.65 —

10.78) (Prueba de chi cudrado). Para comparar los alelos restantes, se reagruparon los

112



Resultados

alelos 1303, 1304 y 1305 en ambos grupos, quedando como mas frecuentes DRB1*15+
y DRB1*13+. En este caso las tendencias no fueron significativas (Tabla IV.19).

Tabla IV.19. Comparacién entre individuos seropositivos (n=35, alelos =70) y seronegativos
(n=41, alelos =82), en relacion a los alelos mas observados. DRB1+ indica presencia del alelo y
DRBI1- indica ausencia del alelo.

Grupo DRBI1 04+ |DRBI1 04- |DRBI 13+ |[DRBI1 13- |DRBI1 15+ [DRBI 15-

Chagas (+) | 18 52 11 59 8 62

Chagas (-) |5 77 17 65 3 79
P<0.002* n.s n.s

*Cociente de disparidad (Odds) = 5.33 (IC 95%: 1.72-17.61)

IV.9.3 Alelos HLA-DRBI vy relacion con cardiopatia chagésica

Dentro de los individuos infectados con T. cruz, los cardiopatas (G2 + G3)
presentaron mayor frecuencia del alelo DRB1*1503 respecto de los no afectados, pero

la tendencia no fue significativa.

IV.9.4 Relacién entre alelos mds frecuentes observados en individuos chagdsicos y

niveles de anticuerpos hacia las distintas moléculas estudiadas.

Se evalud la posible relacion entre los niveles de anticuerpos hacia las distintas
moléculas estudiadas y los alelos mas frecuentes encontrados para el locus HLA-DRBI,
(Tabla IV.20).

Se observé que aquellos individuos tipificados como DRB1*1503 tuvieron los
niveles de anticuerpos anti-HSP mas elevados, siendo significativamente mayores que
los niveles de anticuerpos de los individuos DRB1*13 y de los individuos que poseian
los alelos menos frecuentes (agrupados como OTRO para el analisis) (P<0.05). Al
estudiar en forma separada cada uno de los alelos (A1l y A2), se observé que los niveles
aumentados de anticuerpos anti-HSP en los individuos DRB1*1503 estaban asociados
fundamentalmente al alelo A2, siendo significativamente superiores a los de anticuerpos

encontrados en los individuos DRB1* 0409, DRB1*13 y OTRO (P<0.02).
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Tabla IV.20. Analisis de los niveles de anticuerpos hacia las distintas moléculas estudiadas, en
relacion a los alelos mas frecuentes encontrados en los individuos seropositivos (los alelos 1303
y 1304 se agrupan como 13. OTRO incluye: el alelo 0701 y los restantes dentro de los
tipificados). Genot.: significa una clasificacion de genotipo teniendo en cuenta los 2 alelos
observados. n= n° de individuos que poseen ese tipo alélico en uno o los dos alelos. Anti-SFC,
Anti-CZ, Anti-P2, Anti-HSP y Anti-MS, corresponde a los niveles de anticuerpos IgG hacia las
respectivas moléculas.

Genot. |n | Anti-SFCY| Anti-CZ+ Anti-P2} Anti-HSPY] Anti-M St

0409 |12 |66.4(43.2-75.2) | 1.36(1.10-1.43) | 0.74(0.60-0.97) | 66.4(39.7-147.6) | 0.35(0.30-0.48)
13 5 [77.6(50.7-82.4) | 0.63(0.40-1.29) | 0.67(0.29-0.70) | 50.9(40.0-46.5) 0.46(0.39-0.47)
1503 |7 |73.6(58.4-96.0) | 1.24(1.18-1.31) | 1.00(0.69-1.13) | 462.4(73.9-600.0)* | 0.30(0.27-0.35)
OTRO |11 |45.8(27.8-62.5) | 0.74(1.19-1.34 | 0.57(0.38-0.94) | 54.0(35.5-85.2) 0.32(0.28-0.38)

*Diferente de 13 y OTRO, P<0.05

A-1

0409

66.8(38.6-77.6)

1.31(1.09-1.42)

0.76(0.59-1.00)

86.1(40.6-150.2)

0.34(0.30-0.52)

13

64.2(34.3-82.4)

0.96(0.40-1.32)

0.68(0.29-1.13)

51.2(40.0-56.5)

0.42(0.35-0.47)

1503

73.6(69.4-96.0)

1.24(1.19-1.31)

0.95(0.69-1.01)

93.9(73.9-580.0)

0.29(0.27-0.30)

OTRO

58.4(28.0-66.0)

1.19(1.00-1.34)

0.61(0.41-0.94)

55.4(38.7-123.3)

0.35(0.31-0.38)

A-2

0409

58.2(47.7-77.6)

1.28(1.09-1.44)

0.60(0.52-0.72)

40.1(30.3-46.7)

0.35(0.33-0.43)

13

38.6(35.4-50.7)

1.29(1.24-1.42)

0.70(0.69-1.00)

73.9(56.5-112.5)

0.35(0.31-0.46)

1503

72.0(63.9-85.3)

1.18(0.91-1.22)

0.97(0.69-1.06)

531.2(278.2-626.0)*

0.33(0.28-0.44)

OTRO

6
5
4
20

64.7(32.5-80.0)

1.21(0.70-1.33)

0.73(0.39-0.98)

54.7(37.8-147.6)

0.33(0.29-0.41)

*Diferente del resto P<0.02

9 [mediana UA (percentilos 25-75)]
1 [mediana DO (percentilos 25-75)]
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V Discusion

El desarrollo de CCC en el hombre es un proceso en el cual una persona
susceptible, expuesta al parasito, primero se infecta y después de un intervalo de afios o
décadas puede desarrollar la complicaciéon cardiaca. Como el desarrollo de
cardiomiopatia esta muy distante de la infeccion primaria, es 16gico suponer que existan
diferentes cofactores para el establecimiento y severidad de la CCC. En concordancia
con este planteo, nuestros hallazgos indican que la presencia de FRA esta asociada con

un perfil diferente de respuestas en anticuerpos y grado de afectacion cardiaca.

V.1 Caracteristicas de la poblacidn estudiada

La poblacion estudiada no mostrd diferencias significativas respecto a la edad y el
tiempo que residieron en zona endémica. Tampoco se observaron mayores diferencias
en cuanto a la distribucidon por sexo, salvo en el grupo de infectados chagasicos que no
poseian factores de riesgo, donde hubo una mayor proporcion de mujeres. Es de
destacar sin embargo que la confrontacion de este factor con las variables de impacto

bajo analisis no mostrd asociacion alguna.

V.2 Factores de riesgo cardiovasculares identificados en la poblacién

Como ya comentdramos, existen una serie de factores que por su frecuencia en
la poblacion general, también se presentan en los individuos infectados, y que podrian
contribuir a la generacion de daio tisular.

Los factores de riesgo cardiovasculares mayoritarios en la poblacion estudiada
fueron tabaco, hipertension y alcohol, observandose una distribucion similar de los
mismos entre los individuos infectados y los no infectados. No obstante esto, como se
ha demostrado que la coexistencia de varios factores de riesgo multiplica

exponencialmente el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Hennekens CH
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et al., 1984), estudiamos la distribucion de los individuos de acuerdo al nimero de FRA
que poseian, observando que la coexistencia de mas de un factor de riesgo se dio en
mayor proporcion entre los individuos chagasicos. O sea que un estudio longitudinal de
la coexistencia de mas de un FRA en individuos chagasicos, podria ser de interés en la
valoracion pronostica del desarrollo de la cardiopatia chagasica. Un andlisis en
simultineo de las variaciones de anticuerpos potencialmente implicados en el
establecimiento de lesion cardiaca brindaria asimismo una compresion mas acertada de
su fisiopatogénesis.

Otros factores como edad y tiempo de residencia en area endémica, sefnalados
por algunos autores como determinantes del desarrollo de cardiopatia chagasica en la
etapa cronica (Castro CN, 1980; Macedo VO, 1973), no fueron evaluados, ya que la

poblacion en estudio fue homogénea respecto de éstos.

V.2.1 FRA vy surelacion con severidad de cardiopatia.

Los datos de la literatura indican que los factores de riesgo contemplados en el
presente estudio pueden estar asociados con cardiomiopatia en la poblacion general
(Hartz, AJ et al., 1984; Piano MR y Schwertz DW, 1994; Novo S et al., 1997). Si bien
en un estudio previo no encontramos datos a favor de una frecuencia incrementada de
afectacion cardiaca en individuos infectados con T. cruzi que presentaban estos FRA
(Berra H et al., 1998), es necesario mencionar que dicho estudio fue realizado en
individuos mas jovenes y el punto final solo incluyd trazos anormales de ECG. Sin
embargo, la prevalencia y el patrén de las alteraciones electrocardiograficas detectadas
en individuos seroldogicamente negativos con FRA fueron muy similares a las
observadas en las personas chagéasicas.

En el presente estudio, entre los individuos chagésicos que poseian FRA, hubo
una mayor proporcidn con alteraciones cardiacas severas, en relacion con los infectados
que no tenian factores de riesgo. En el caso de los seronegativos, donde hubo un solo
caso de cardiopatia severa, la relacion entre FRA y cardiopatia se realizé entre aquellos
con cardiopatia moderada y los que no poseian ninguna manifestacion cardiaca,
comprobandose también que la proporcion de cardidpatas era mayor entre los

individuos que poseian factores de riesgo.
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Nuestros hallazgos, a pesar de las limitaciones de los estudios transversales,
llevan a plantear que la participacion de FRA seria biologicamente relevante en alguna

medida para el desarrollo de la CCC.

V.3 Anticuerpos hacia moléculas con estructuras homodlogas T. cruzi-huesped.

Asociacion con FRA v CCC

Se realizd el estudio de anticuerpos IgG hacia moléculas del parasito que
presentan homologias con moléculas del huesped infectado, la mayoria de ellas
descriptas previamente como posibles factores desencadenantes o coadyuvantes de la
CCC (CZ, MS, TcP2B y SFC), a través de mecanismos autoinmunes. La HSP ha sido
descripta como molécula altamente inmunogénica en la infeccion chagasica, pero atin

no ha sido estudiada su posible accioén patogénica.

V.3.1 Anticuerpos anti-CZ en individuos infectados con T. cruzi vy su relacidén
con FRA

En este trabajo, analizamos la presencia de anticuerpos hacia CZ, ya que esta
proteina esta descripta como uno de los mayores antigenos de T. cruz reconocido por la
mayoria de los sueros de pacientes cronicos (Martinez J et al., 1991; Sharfstein J et al.,
1986). Por otro lado, la localizacion de depdsitos de CZ en tejido miocardico de corazéon
de pacientes chagésicos, sugiere una accion patogénica directa de esta proteina (Morrot
A et al., 1997). Esta posible accidon patogénica se observo en estudios experimentales,
que mostraron que la inmunizacién de ratones BALB/c con CZ enziméaticamente
inactivada produjo dafio tisular acompanado de una respuesta autorreactiva hacia
musculos esquelético y de corazén (Giordanengo L et al., 2000 a y b). El hecho de que
estos animales se hallaran libres de infeccion, hizo suponer que la accioén patogénica de
esta proteina seria a través de mecanismos de tipo autoinmune.

Sin embargo, en nuestro estudio no encontramos relacion entre los niveles de
anticuerpos anti-CZ y el grado de afectaciéon cardiaca. Es importante aclarar que
ensayamos la reactividad total hacia CZ purificada y no hacia los epitopes de CZ

involucrados. En este sentido, un trabajo reciente indica que la respuesta inmune
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humoral hacia diferentes epitopes de CZ estuvo relacionada con la severidad de la
enfermedad de corazon (Duschak VG et al.,, 2001), aunque la tendencia no fue
estadisticamente significativa.

Mas alla de estos hechos, nuestro estudio revelé que los anticuerpos anti-CZ
estuvieron incrementados en los individuos chagasicos que presentaron factores de
riesgo cardiaco asociados, al igual que en el caso de los anticuerpos anti-P2 y anti-HSP,
que discutiremos posteriormente.

Este cuerpo de observaciones lleva a pensar que por su potencial capacidad de
ocasionar dafio tisular, los FRA podrian favorecer una mayor reactividad hacia
estructuras antigénicas homoélogas a las del parasito o blancos de ataque que surgen a
raiz de la misma respuesta inflamatoria que acompaiia a la tripanosomiasis.

Por otro lado, y como era de esperar, como esta proteina es exclusiva del parasito
Trypanosoma cruz, no se encontraron anticuerpos hacia la misma en los individuos no
infectados, con o sin patologia cardiaca, y tuvieran o no FRA. Esto estaria indicando la
necesaria presencia de la CZ de T. cruzi para el desenlace de esta respuesta

autorreactiva hacia estructuras con importante grado de homologia.

V.3.2 Anticuerpos anti-MS

El sustento racional para el estudio de los anticuerpos anti-MS se bas6 en distintas
demostraciones tanto clinicas como experimentales. Trabajando con modelos murinos
de infeccion chagésica cronica, se detectd la presencia de anticuerpos hacia miosina
cardiaca, que mostraban reaccion cruzada con el antigeno B13 de T. cruz. Esta reaccion
estuvo asociada a la existencia de epitopes homdlogos entre este antigeno y la MS
(Cunha-Neto E et al., 1995 y 1996). En lo que hace al ser humano, los anticuerpos
reactivos hacia estos epitopes fueron detectados casi exclusivamente en pacientes con
CCC, lo que orient6 a pensar en la funciéon que cumpliria el mimetismo molecular
miosina cardiaca-antigeno B13, en el desarrollo de la patogénesis cardiaca de la
enfermedad.

Trabajos posteriores demostraron que la CZ, con su actividad enzimaética
eliminada, era capaz de inducir anticuerpos IgG hacia la isoforma alfa de la cadena

pesada de la miosina cardiaca de raton (Giordanengo L et al., 2000b), y que los
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anticuerpos anti-CZ reconocian MS. Estudios de secuenciacion mostraron la existencia
de 3 secuencias linales compartidas entre CZ y la cadena pesada de la miosina cardiaca
de ratdn, lo que sugiere que CZ podria ser responsable de la induccion de anticuerpos
con reaccion cruzada hacia MS.

Como ya se adelantara, un grupo de investigadores brasileros habia descrito que
en la patologia cardiaca humana de la enfermedad de Chagas, se podia encontrar
anticuerpos anti-MS (Cunha Neto E et al., 1995 y 1996). Ademas, la MS es un antigeno
blanco en miocarditis autoinmune (Neu N et al,, 1987b) y los epitopes de MS son
presentados en forma constitutiva y en abundancia por las moléculas clase II-CMH vy
por macrofagos intersticiales de corazon (Smith S y Allen P, 1992).

Sin embargo, el analisis de anticuerpos anti-MS en nuestra poblacién no mostro
diferencias entre los individuos infectados con T. cruz y los no infectados, detectandose
inmunoglobulinas hacia esta proteina en ambos grupos. Ademas, la presencia de estos
anticuerpos se detectd en todas las categorias estudiadas, con o sin alteraciones
cardiacas. Tratando de encontrar una explicacion a estos resultados, podria ser que la
autorreactividad hacia la MS esté vinculada a alguna configuracion alélica en especial
de los sujetos en estudio (no presente en la muestra conformada en nuestro estudio) o

bien a las caracteristicas genéticas del parésito infectante.

V.3.3 Anticuerpos anti-TcP2B en cardiopatia chagasica. Asociacion con FRA

La proteina P2 de T. cruz cobra interés en las investigaciones sobre CCC a partir
de la identificacion del clon que expresa esta proteina, a través del rastreo inmunologico
en una biblioteca gendmica del parésito, con sueros de pacientes chagésicos cronicos,
especialmente aquellos con cardiopatia chagasica severa (Levin M et al., 1989).

Estudios realizados con sueros de individuos chagasicos mostraron presencia de
anticuerpos dirigidos hacia la region C-terminal de la proteina ribosomal P2 del parasito
(Péptido R13), con titulos superiores en aquellos que poseian compromiso cardiaco. Es
necesario sefialar, sin embargo, que algunos casos con miocarditis activa presentaron
niveles bajos de anticuerpos anti R-13. Estudios realizados por Mesri y col. (Mesri E et
al., 1990) mostraron que el epitope reconocido por los sueros chagésicos tenia

homologia parcial con un péptido en la region equivalente de la proteina P ribosomal

119



Discusion

humana, denominado H13. Tratando de determinar la posible accién patogénica de
estos anticuerpos, estudios posteriores demostraron que anticuerpos monoclonales
dirigidos hacia la proteina P2 reaccionaron con el péptido R13 (Mahler E et al., 2001),
confirmandose que el epitope era el mismo que el descripto previamente en la
cardiopatia chagasica crénica. Este anticuerpo reconocié tanto las proteinas P
ribosomales del parasito, como las humanas. A su vez, la inmunizacion de ratones
BALB/c con el péptido R13 indujo la produccion de anticuerpos especificos anti-R13 y
anticuerpos autorreactivos anti-H13 y anti-corazén, con alteraciones funcionales del
corazon (Motran CC et al., 2000). Respecto a las alteraciones funcionales descriptas,
estudios posteriores in vitro mostraron el efecto agonista de este anticuerpo sobre
cardiomiocitos de ratas y su reaccion con las diferentes isoformas del receptor beta-1-
adrenérgico, lo que indicaria una posible accion patogénica basada en su reactividad
cruzada con este receptor, lo que quedd demostrado en estudios in vivo donde se
observd que estos anticuerpos causaban alteraciones electrocardiograficas en corazones
no infectados sanos (Lopez Bergami P et al., 2001).

En nuestro estudio clinico analizamos la relacién entre niveles de anticuerpos
anti-P2 y grado de cardiopatia, comprobando que la presencia de CCC severa coexistio
con altos niveles de estos anticuerpos.

Ademas de estos datos, que refuerzan las investigaciones previas, nuestros
resultados muestran una nueva evidencia que sugiere un aumento adicional de niveles
de anticuerpos anti-P2, cuando estan presentes otros factores de riesgo cardiaco.

Al presente no existen datos experimentales que permitan brindar una explicacion
para esta asociacion. En un terreno hipotético puede especularse que la existencia de co-
factores capaces de ocasionar dafio miocdrdico podria gatillar una respuesta
inmunologica hacia estructuras propias, en alguna medida relacionadas molecularmente

con P2, que de ese modo se traduciria en mayores niveles de anticuerpos anti-P2.

V.3.4 Anticuerpos anti-SFC en individuos con cardiopatia chagdsica v otros

tipos de cardiopatia.

En los ultimos afios, ha despertado gran interés en el campo de las neurociencias

el estudio de anticuerpos hacia sulfatidos, uno de los mds importantes
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glicoesfingolipidos presentes en mielina humana, y potencial molécula inmunogénica
en diversas enfermedades neuropéticas (Ilyas AA et al., 2003; Andersson K et al., 2002;
Nygren C, 2001 et al.; Gisslen M et al., 1999).

El hecho de que este lipido esté presente en T. cruz, y reaccione en forma
cruzada con tejido cerebral de raton (Petry K et al., 1988), ha llevado al estudio de
anticuerpos anti-SFC en pacientes chagésicos cronicos (Avila JL et al., 1993), en el que
se detectaron niveles elevados de estos anticuerpos. Sin embargo, trabajos posteriores
(Garcia R et al., 1998) no encontraron relacion entre los niveles de estos anticuerpos y
el grado de compromiso cardiaco, si bien estuvieron aumentados también en otras
patologias cardiacas.

Con referencia a las determinaciones de anticuerpos anti-SFC que realizamos en
nuestro trabajo, sus niveles estuvieron significativamente aumentados en individuos
seropositivos, sin mostrar diferencias significativas respecto a la existencia de FRA,
aunque los casos con CCC avanzada presentaron los niveles mas aumentados. Una
reactividad incrementada en anticuerpos hacia sulfatidos en los individuos chagésicos
puede deberse no solo al fendmeno de mimetismo molecular (Petry K et al., 1988) sino
también a la reportada liberacion de glicolipidos asociados a oligodendrocitos, que
ocurre después de la destruccion de ganglio autonémico por la infeccion con T. cruz, o
incluso la expresion de galactocerebrosido de pardsito en membranas de células
nerviosas (Towbin H et al., 1987). En teoria, los anticuerpos anti-sulfatidos pueden ser
potencialmente perjudiciales, puesto que la inyeccion de suero de conejos inmunizados
con galactocerebrosidos dentro de nervios ciaticos da lugar a desmielinizacion (Saida K
et al., 1979). Por otro lado, Kohriyama y col. (Kohriyama T et al., 1988) comunicaron
un importante grado de disfuncion de nervios periféricos como consecuencia de la
sensibilizacion de conejos con SFC, un fenémeno que coexistia con una sintesis
aumentada de anticuerpos antisulfocerebrosidos.

Es de notar el hecho de que entre los seronegativos para Chagas, aquellos con
dafio de corazén también mostraron los titulos mas altos. Esto sugiere que estimulos no
infecciosos, capaces de promover dafo cardiaco, podrian estar influenciando la

produccion de anticuerpos antisulfatidos.
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V.3.5 Anticuerpos anti-HSP en individuos infectados con T. cruz v su relacidén

con FRA

El interés del estudio de anticuerpos hacia proteinas de choque término es debido
al hecho de que estas proteinas se expresan en gran cantidad tanto en organismos
procariotas como eucariotas, cuando éstos son sometidos a condiciones fisioldgicas
estresantes (Lindquist, 1986). Ademads, las HSPs integran una familia de proteinas con
alta homologia entre las distintas especies, siendo las mas conservadas las HSP6S5,
HSP70 y HSP90. Este hecho ha llevado a estudiar la reaccion inmunologica hacia estas
proteinas, comprobandose que los anticuerpos hacia HSPs de algunos microorganismos
reaccionan en forma cruzada entre si y con HSP humana, como es el caso de la HSP65
de micobacterias (anti-mHSP65) con HSP60 humana y su contraparte de E. coli y C.
Pneumoniae (Mayr et al., 1999).

La HSP70, otra de las proteinas més conservadas dentro de la familia de HSP, ha
demostrado ser un antigeno inmunodominante en enfermedades parasitarias humanas
causadas por Plasmodium falciparum (Kaufmann SHE, 1990), Schistosoma mansoni
(Hedstrom R et al., 1987), Leishmania donovani (MacFarlane et al., 1990), y
Trypanosoma cruzi (Engman DM et al., 1990). Respecto a la alta homologia existente
entre las moléculas HSP70 del parésito y la humana (idénticas en aproximadamente
70% de sus secuencias aminoacidicas), los anticuerpos anti-HSP70 parasitarios
encontrados en el suero de pacientes han mostrado reactividad cruzada con la HSP70
humana (Requena JA et al., 1993).

A su vez, estudios realizados en infecciones bacterianas y virales mostraron que
estos procesos pueden inducir en el huésped reacciones inmunes hacia HSPs, que
servirian como blanco para reacciones autoinmunes (Wick G et al., 1997).

Generalmente, se acepta que el sistema inmune, en condiciones normales, es
tolerante a las moléculas que componen su propio cuerpo y que cuanto mas parecida es
una molécula a las moléculas propias, el poder inmunogénico se reduce. Sorprende
encontrar que durante la infeccién por varios patdogenos uno de los mayores antigenos
reconocidos provenga de proteinas conservadas, y que también se observe respuesta
inmune hacia este tipo de proteinas, particularmente HSP, en individuos sanos (Res

PCM et al., 1991).
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Lo que se trata actualmente de elucidar es si la respuesta hacia este tipo de
moléculas, que representaria una primera linea de defensa antes de que se monte la
inmunidad propiamente dicha hacia el agente infeccioso, tiene consecuencias
fisiopatologicas severas, como fue sugerido por Cohen y Young (Cohen IR y Young
DB, 1991).

En la enfermedad coronaria, si bien no se conoce en detalle los antigenos blanco
de las reacciones inmunes involucradas, uno de los mayores candidatos en este sentido
son las HSPs. Varios grupos han estudiado la relacion entre la presencia de anticuerpos
séricos hacia HSP65 y arterioesclerosis o patologia coronaria (Gruber R et al., 1996;
Birnie DH et al., 1998), hallandose que en este tipo de pacientes los niveles séricos de
anticuerpos anti-HSP65 no sélo estaban aumentados sino que también se mantenian en
el tiempo.

Actualmente se sabe que las HSPs, ademas de su conocida ubicacion intracelular
en mitocondria, se encuentran en la superficie de células endoteliales (Khan IU et al.,
1998). Ademas, es conocida su induccion por otros estimulos exdgenos y enddgenos,
como estrés mecanico por la presion arterial, toxinas (Kiechl S et al., 1994), citoquinas
(Clauss A, 1957) y fiebre. Uno de estos fendmenos podria ser la causa de una marcada
sobreexpresion de HSP60, la que actuaria como “antigeno criptico”, haciendo que tanto
los anticuerpos como las células T especificas hacia las HSPs del “repertorio natural” se
expandieran y reaccionaran con estos componentes de HSP60 sobreexpresados en el
vaso estresado (Schett G et al., 1999; Cohen IR, 1990), causando dafio endotelial
(Gruber R et al., 1996) y contribuyendo subsecuentemente al inicio y perpetuacion de la
inflamacion (Coulie PG y van Snick J, 1985). Si a lo expuesto se le suma el hecho de
una reactividad cruzada debida a la alta homologia entre las HSPs de las distintas
especies, surge que los anticuerpos anti-HSP de microorganismos reaccionarian en
forma cruzada con HSP60 humana, interactuando con las proteinas HSPs humanas
sobreexpresadas. Esta hipotesis estaria ademds sustentada por estudios experimentales
donde se observan lesiones vasculares después de la inmunizacién de animales con
HSP65 de micobacterias (Xu Q et al., 1992; Afek A et al., 2000; George J et al., 2000;
Shoenfeld Y et al., 2000).

Recapitulando sobre todo lo expuesto, si bien la respuesta inmune del huésped

hacia las HSPs de los diferentes agentes infecciosos, actuaria como linea de defensa
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inicial, limitando la propagacion de la infeccidon, otros factores asociados podrian
desencadenar una reaccion de tipo autoinmune eventualmente perjudicial.

Avalando esta hipdtesis, uno de los tltimos trabajos realizados sobre la posible
funciéon de las HSPs bacterianas en la inmunopatogénesis de la arterosclerosis
(Perschinka H et al., 2003), mostré que los anticuerpos hacia HSP60/65 microbianos
reconocen epitopes especificos en HSP60 humana y que estos epitopes con reaccion
cruzada sirven como blancos autoinmunes en aterosclerosis incipiente.

Respecto a la posible funcién de anticuerpos autorreactivos encontrados en
individuos con enfermedades parasitarias, todavia se desconoce si las HSPs del parasito
son responsables directamente de iniciar reacciones hacia la contraparte homologa del
huésped (Mazier D y Mattei D, 1991). En contraste con el gran numero de resultados
sobre autoinmunidad inducida por HSP de micobacterias (revisado en Kaufman SHE,
1990), son escasos los estudios sobre la accion de la HSPs de parésitos, aunque por
analogia con lo que se observa en enfermedades bacterianas y virales, podriamos
también especular con la potencial implicancia de la HSP parasitaria en la patologia
autoinmune.

En nuestro caso, el estudio de anticuerpos anti-HSP en la poblacion estudiada,
mostrd una significativa asociacion entre infeccion por T. cruzi y niveles de estos
anticuerpos, encontrandose que un 25 % de infectados tuvo valores por encima de los
niveles mas altos detectados en los individuos no infectados. Respecto a la presencia de
anticuerpos anti-HSP detectados en los individuos no infectados, reportes previos
describen inmunoreactividad de sueros de individuos sanos hacia la proteina HSP70 de
T. cruzi (Requena J et al., 1993), y que la mayor inmunoreactividad en todos los
individuos estaba dirigida precisamente a zonas conservadas de la molécula.

Al analizar la inmunoreactividad hacia HSP con relacion a otros factores de
riesgo de cardiopatia presentes en la poblacion estudiada, como tabaco, hipertension y
alcohol, se comprobd que los anticuerpos anti-HSP estaban significativamente
aumentados en estos individuos. Si la accion concomitante de estos factores estuviera
colaborando en la sobreexpresion de HSP del huésped, podria pensarse entonces en un
papel coadyuvante de estos factores en mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad

cardiaca.

124



Discusion

Sin embargo, analizando la relacion de estos anticuerpos con el grado de
cardiopatia que presentaban los pacientes, si bien se observd una tendencia a niveles
superiores en aquellos con cardiopatia severa (G3) la diferencia no fue estadisticamente
significativa. Debemos destacar que el numero de pacientes con este grado de
cardiopatia fue bajo y que un estudio de anticuerpos anti-HSP en un mayor nimero de

cardiopatas podria quiza aclarar si esta tendencia logra un peso sustancial.
Mas alld de todo lo expuesto nuestros resultados hablan a las claras de lo

importante que seria llevar a cabo estudios de seguimiento tendientes a valorar el

eventual rol prondstico que podrian tener los anticuerpos hacia las moléculas estudiadas.

V.4 Relacion entre miocardiopatia y presencia del parasito en enfermedad de Chagas

La persistencia del parasito y su correlacion con miocarditis ha sido observada en
la fase cronica de la enfermedad de Chagas, por PCR y PCR in situ (Salomone OA et
al.,, 2000; Zhang L y Tarleton RL, 1999). Ademas, se ha reportado la deteccion de
parésitos intactos o antigenos de parasitos en el corazoén dafiado (Anez N et al., 1999).
Sin embargo, aun existe la controversia acerca de si los parasitos o productos derivados
del parésito estan asociados a todos los sitios inflamatorios. Un estudio reciente de
corazones de pacientes chagasicos mostr6d que no habia correlacion significativa entre la
intensidad de las lesiones y la cantidad de antigeno parasitario (Palomino SA et al.,
2000). Resultados similares fueron obtenidos en infecciones experimentales (Dos
Santos PV et al., 2001).

En el presente estudio, entre los individuos infectados (seroléogicamente
positivos), el 69.2% presenté PCR(+) en las muestras de sangre, y esta positividad no
guardo ninguna correlacion con el grado de cardiopatia que presentaron, observandose
presencia de ADN del pardsito aun en aquellos individuos asintomaticos. La falta de
correlacion entre grado de cardiopatia y presencia del parasito en circulacion sanguinea
que observamos en nuestro trabajo, se corresponderia de alguna manera con la falta de
correlacion descripta entre intensidad de las lesiones y cantidad de antigenos

parasitarios presentes en la misma. Esto sugiere que, sumado a las estructuras del
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parasito, los antigenos propios también podrian contribuir a la estimulacion de células T
que parecen participar en la lesion celular observada en los corazones dafiados.

Por otro lado, la PCR, utilizada actualmente para el estudio epidemiologico de la
enfermedad de Chagas en distintos paises del Cono Sur, ha mostrado tener una
sensibilidad muy disimil en las distintas zonas geograficas estudiadas (Solari A et al.,
1998; Wincker P et al., 1997; Junqueira AC et al., 1996; Coura JR et al, 1996),
variacion que podria estar relacionada tanto con el tipo de cepa infectante como con la
diferente susceptibilidad del huésped infectado, directamente relacionada con la
genética del mismo. Cabe aclarar, no obstante, que aun no existe consenso en cuanto a
un protocolo para la PCR en Chagas, hecho que no nos permite descartar la posible

influencia de diferencias metodoldgicas.

V.5 Genes HLA-DR: Susceptibilidad a infeccidén por T. cruz vy riesgo de cardiopatia en

enfermedad de Chagas

La funcion de las moléculas HLA se ha estudiado en practicamente todas las
enfermedades parasitarias importantes: leishmaniasis, schistosomiasis (Secor WE et al.,
1996; Chiarella JM et al., 1998), malaria (Hill AVS, 1996; Gilbert SC et al., 1998) y
enfermedad de Chagas (Fernandez-Mestre M et al., 1998; Layrisse Z et al., 2000). Con
pocas excepciones, los resultados no han sido demasiado informativos.

Estudios genéticos previos en Enfermedad de Chagas sugirieron participacion de
genes del CMH en la susceptibilidad o resistencia a infeccion por T. cruzi y en el
desarrollo de enfermedad cardiaca (Llop E et al., 1991; Ascurra M et al., 1990;
Deghaide NHS et al., 1998).

Respecto a los genes HLA-DRBI, estudios realizados por Fernandez Mestre y
col. en individuos de origen Venezolano (Fernandez Mestre M et al., 1998) mostraron
una frecuencia incrementada de HLA-DRB1*03 y DRB1*08 en individuos infectados
con T. cruzi y frecuencias incrementadas de HLA-DRB1*01 y DRBI1*08 entre los
pacientes sintomaticos.

En nuestro estudio, realizado sobre una muestra de origen mayoritariamente

argentino, observamos un incremento significativo en la frecuencia de los alelos
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DRB1*0409 (24.28%), P<0.002, en los individuos infectados, con un riesgo relativo
respecto de los otros genotipos individualizados de 4.22 (1.65 — 10.78). Dentro de los
individuos infectados con T. cruz, los cardiopatas (G2 + G3) presentaron mayor
frecuencia del alelo DRB1*1503 respecto de los no afectados, pero la tendencia no fue
significativa. La diferencia entre los alelos mas frecuentes encontrados en nuestro
trabajo respecto a estudios previos podria estar relacionada con los diferentes origenes
de las poblaciones estudiadas.

Estos resultados sugieren que los genes HLA clase II estarian asociados con
desarrollo de infeccion cronica con T. cruzi. Respecto a la frecuencia alélica encontrada
en los cardiopatas, estudios genéticos con una muestra de mayor tamafio nos permitiria
confirmar la tendencia observada.

De todas maneras, comprender la influencia de HLA y la identificacion de
mecanismos que la expliquen tiene la dificultad de identificar individuos capaces de
desarrollar una respuesta inmune protectora efectiva hacia el parasito en dareas

endémicas y la heterogeneidad entre los pacientes con dafio del tejido cardiaco.

V.5.1 Alelos asociados a reactividad anti-HSP

Al analizar los niveles de anticuerpos IgG hacia las distintas moléculas asociadas
a autoinmunidad, en relacion a los alelos mas frecuentes encontrados en los individuos
seropositivos para T. cruz, se observd que aquellos individuos tipificados como
DRBI1*1503 tuvieron los niveles de anticuerpos anti-HSP mas elevados (P<0.05), lo
que podria significar una mayor autorreactividad hacia esta proteina.

El mecanismo por el cual los genes HLA podrian determinar susceptibilidad a
enfermedad de Chagas no estd completamente comprendido. Los genes del CMH
regulan la respuesta inmune a infecciones, se unen y presentan antigenos a células T, y
tienen una funcidén importante en la seleccion del repertorio de células T. En la
enfermedad de Chagas, mecanismos ya descriptos podrian explicar la induccion de
autoinmunidad durante la infeccion por T. cruz, que incluyen activacion policlonal de
linfocitos inducida por parasitos, mimetismo molecular, activacion ‘“bystander” y
presentacion de epitopes cripticos propios. Dentro del mecanismo de mimetismo

molecular, se ha propuesto que individuos con alelos HLA susceptibles podrian
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presentar péptidos con reactividad cruzada y desarrollar la enfermedad mientras que
aquellos con alelos HLA protectivos no lo harian. De esta manera, un péptido del
parasito, que tuviera un cierto grado de homologia con un péptido propio podria
estimular células T especificas autorreactivas para causar una enfermedad autoinmune
en individuos genéticamente susceptibles. Estos antigenos podrian actuar solos o en
combinacion con otros genes y conferir diferente susceptibilidad a enfermedad de

Chagas (Cruz-Robles D et al., 2004).

V.6 Vision integradora de los resultados

Tratando de lograr una interpretacion integral de los resultados presentes y en el
contexto de la génesis de la CCC, podriamos concebir el siguiente escenario: La
infeccion por el parasito desencadena una respuesta inmune. La inflamacion miocéardica
que esta respuesta ocasiona, ya sea debida al mimetismo molecular, a la liberacion de
antigenos cripticos del huésped o a la aparicion de neoantigenos, daria inicio a una
respuesta potencialmente perjudicial para el corazon. Independientemente del
mecanismo intimo disparador, es muy probable que deban ocurrir exposiciones a
eventos adicionales capaces de dafiar mas atn el tejido cardiaco como para que emerja
la CCC. Tanto la reactivacion de la infeccion (al igual que en muchas infecciones
cronicas), como otros procesos patologicos no infecciosos, que operan en conjuncion,
podrian a su vez exacerbar los mecanismos basicos implicados en el dafio del tejido.
Esto es, la respuesta inmune anti-T. cruzi (Higuchi ML et al., 1993), las reacciones
autoinmunes (Kalil J y Cunha-Neto E, 1996; Girones N y Fresno M, 2003; Leon JS y
Engman DM, 2001; Rossi MA, 1995) y la inflamacion mediada por la inmunidad
(Pontes-De-Carvalho L et al., 2000; Higuchi ML et al., 1987). Como resultado de tan
compleja interrelacion se produciria una serie de anormalidades humorales asociadas a
dano de tejido, como parecen indicar nuestros resultados, al parecer en el caso de
anticuerpos anti-P2 y anti-SFC.

Aunque en estudios de corte transversal es dificil separar causa y efecto, porque
estan evaluados al mismo tiempo, nuestros hallazgos favorecen la presuncion de que los

FRA estudiados tendrian un papel contributivo en el desarrollo de CCC. Esta
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presuncion estd basada en el hecho de que en buena parte de los casos la cardiopatia
tenia un diagnostico relativamente reciente, con lo que las exposiciones a estos FRA
deben haber estado presentes antes del establecimiento del dafio cardiaco y por otra
parte la CCC es una enfermedad que no remite. De todas maneras, la posibilidad de que
en las personas predispuestas a participar existiera una sobrepresentacion de la relacion

exposicion-evento no puede descartarse totalmente.
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VI Conclusiones

Se trabajé con una poblacion de individuos residentes en la ciudad de Rosario,
inmigrantes de regiones de Argentina, endémicas para la enfermedad de Chagas. Los
mismos no presentaron diferencias significativas respecto a edad, sexo y tiempo de

residencia en zona endémica.

Se los estudio6 clinica y cardioldégicamente y se les realizé el diagnostico de infeccion
por T. cruz. Con estos datos, se los caracterizo de acuerdo a la serologia para T. cruz,
los factores de riesgo cardiaco asociados (Al, Ta, Hi) y el grado de cardiopatia,
constatandose que los individuos con uno o méas FRA, tanto infectados como no

infectados con T. cruz, prevalecian en los grupos con afectacion cardiaca.

Se estudi6 la respuesta inmune humoral hacia estructuras con reaccion cruzada y/o alta

homologia huésped-parasito - CZ, MS, P2 ribosomal, SFC y HSP -, observandose:

» Mayores niveles de anticuerpos IgG anti-CZ, anti-P2, anti-SFC y anti-HSP en los

individuos infectados.

» Mayores niveles de anticuerpos IgG anti-CZ, anti-P2 y anti-HSP en los individuos

infectados que presentaban FRA.

» Mayores niveles de anticuerpos IgG anti-P2 en los individuos infectados con
cardiopatia severa y anti-SFC en los cardidpatas de la poblacion total, infectados y

no infectados.
Se estudid la presencia de ADN del parasito en circulacion sanguinea de los individuos

con serologia positiva para T. cruz, detectandose en el 69% de los casos, sin encontrar

correlacion con FRA o grado de cardiopatia.
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Se realizo la tipificacion de alelos HLA-DRB1 del CMH, observando:

» Mayor frecuencia del alelo DRB1*0409 entre los individuos infectados con T. cruz,
con una estimacion de riesgo de infeccion 4 veces superior respecto de aquellos que

no poseen este alelo.

» Niveles superiores de anticuerpos anti-HSP entre los infectados que tenian el alelo

DRB1*1503.
Nuestros resultados ponen de relieve el componente del huésped (componente

genético y factores de riesgo) en las anormalidades inmunologicas y la presencia de

dafio miocardico.
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IX Abreviaturas

ADN:: Acido deoxi-ribonucleico

ADNk: ADN kinetoplastico

Ac: Anticuerpo

Al: Alcohol

BSA: Albumina sérica bovina

CCC: Cardiopatia chagasica cronica
CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
CZ: Cruzipaina

dNTP: Desoxinucleotido trifosfato

ECG: Electrocardiograma

ECV: Enfermedad cardiovascular

EDTA: Acido etilen diamino tetra acético
ELISA: Enzimoinmunoensayo

FNT-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa
HAI: Hemoaglutinacion indirecta

HLA: Antigenos leucocitarios humanos
HSP: Proteina de Choque Térmico

Hi: Hipertension

HTA: Hipertension arterial

HVR: Region hipervariable

IFI: Inmunofluorescencia Indirecta
IFN-y: Interferon gamma

IgG: Inmunoglobulina G

IL-2, IL-10, IL-12: Interleuquina 2, 10 y 12
IMC: indice de masa corporal

Kb: kilobases

Kda: Kilodalton

LB: Medio Luria Bertani
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2-ME: 2-Mercaptoetanol

MS: Miosina

NaAc: Acetato de sodio

NK: Natural killer

NO: Oxido Nitrico

P2: Proteina TcP2f

PAD: Presion arterial diastolica

PAS: Presion arterial sistolica

Pb: Pares de bases

PBS: Buffer fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PCR-SSO: Reaccion en Cadena de la Polimerasa- oligonucledtidos especificos de
secuencia.

PMSF: fenilmetilsulfonilfluoruro

RCT: Receptor de célula T.

Rpm: Revoluciones por minuto

SDS: dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
SFC: Sulfocerebrosido

Ta: Tabaco

TAE: Buffer Tris-Acido acético- EDTA
TBE: Buffer Tris-Acido bérico-EDTA
TBS: Buffer Tris salino

TLCK: tosyl-L-lisina clorometilcetona
TMB: tetrametil benzidina

UI: Unidades internacionales

UV: Luz ultravioleta
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