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RESUMEN

Introduccion
Diversos estudios sugieren la existencia de un compromiso microvascular endotelial en el Cha-
gas con cambios en las células miocdrdicas que favorecen la progresién de la enfermedad.

Objetivos

El propésito del estudio es el de explorar la asociacién entre la prueba de isquemia con eco-
Doppler braquial (DB) y factor de von Willebrand (FVW) —posibles marcadores de perturba-
cién endotelial— en pacientes con enfermedad de Chagas y sujetos controles.

Material y métodos

Se incorporaron 51 pacientes chagdsicos, 33 en periodo indeterminado (18 mujeres, 15 hombres,
edad 28 a 39 afios, promedio 35), 18 con cardiopatia (8 mujeres, 10 hombres, de 37 a 45 afios,
promedio 41,5) y 12 controles (6 hombresy 6 mujeres, edad 30 a 45 afios, promedio 38). A todos
se les realizé serologia para Chagas (tres reacciones), examen clinico, andlisis de laboratorio,
ECG, radiografia de térax, eco cardiaco y ultrasonografia Doppler braquial (basal, poscompresién,
posnitroglicerina) y se dos6é FVW (VN: 0,50 a 1,50 UI/ml). Se excluyeron los pacientes con facto-
res de riesgo cardiaco y que alterasen el FVW,

Meétodos estadisticos
Chi cuadrado; correlacién no paramétrica de Spearman; andlisis de la funcién discriminante;
regresion logistica maltiple (mdxima verosimilitud; “cuasi-Newton”).

Resultados

En la muestra se observé: 1) asociacién significativa univariada entre DB y FVW (rS = 0,69; p
= 0,0000001) y entre DB y sexo (rS = 0,28; p = 0,0297), siendo mds frecuentes las alteraciones de
DB y FVW en chagdsicos. La sensibilidad del FVW tomando como “patrén oro” (gold stan-
dard) el DB fue del 83,9% y la especificidad del 95%. 2} En el andlisis stepwise de la funcién
discriminante, tomando el DB como variable dependiente, el FVW y el sexo constituyeron las
unicas variables discriminantes en el modelo (p < 0,01). 3) En el andlisis multivariado por re-
gresion logistica s6lo el FVW se asoci6 con enfermedad endotelial evaluada a través de altera-
cién de la prueba de isquemia con DB cuando se ajusta por edad, sexo y grupo (chagasico o
control) (p = 0,001).
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Conclusiones

El FVW se asoci6 significativamente con alteracién de la prueba de isquemia con DB tanto en
chagdsicos en periodo indeterminado y con cardiopatia como en los controles. REv ARGENT CAR-

pIoL 2001; 69: 274-280.

Palabras clave Chagas indeterminado y con cardiopatfa - Estudio endotelial -
Prueba de isquemia con ultrasonografia braquial - Factor de von Willebrand

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una entidad de pa-
togenia insuficientemente conocida, clinica variable
e impredecible y de tratamiento sintomaético.

Se propusieron factores vasculares, inflamatorios,
inmunolégicos y neurolégicos para explicar la com-
pleja y multifactorial accién del pardsito en el orga-
nismo y que posiblemente actuarian interrelaciondn-
dose algunos o todos ellos para desarrollar y desen-
cadenar la enfermedad varios afios después de la
etapa aguda. (1-6)

Diversos estudios clinicos sugieren un compromi-
so vasculoendotelial extenso, detectado en algunos
sujetos en el periodo indeterminado y mas frecuente
en el estadio con cardiopatia, que ocasionaria cam-
bios profundos en las células miocardicas. (7-13) El
parédsito cuya presencia se demostré en el periodo
crénico lesionaria el endotelio, pero todavia se des-
conoce fehacientemente por qué mecanismos.

Algunos autores postularon la accién de la neu-
raminidasa (del parésito) que actuaria removiendo
los grupos de 4cido sidlico electronegativos de los
fosfoesfingolipidos de membrana (los cuales nor-
malmente facilitan el flujo sanguineo por rechazo
electrostatico) (14-19) aumentando la resistencia al
flujo y alterando el estado normal de la microcircu-
lacién.

Este dafio o perturbacion del endotelio, secunda-
rio a la pérdida de &cido sidlico, no sélo dificultaria
la microcirculacién sino que predispondria ala trom-
bosis al incrementar la viscosidad y la agregacién
plaquetaria. (20)

Otros autores informaron que el endotelio respon-
derfa ala accién de citoquinas inflamatorias alteran-
do la produccién del éxido nitrico (NO), el cual po-
dria tener una accién vinculante con la patogenia
chagésica. (21-25)

Cualquiera que sea el mecanismo original, pro-
vocada la alteracién endotelial, aumentarian la reac-
tividad plaquetaria y la interaccién plaqueta-célula
endotelial y se producirian modificaciones en las
proteinas estructurales y disturbios bioquimicos en
la transduccién de sefiales, con cambios en la proli-
feracién y en la funcién celular y respuestas infla-
matorias. (23) Una vez establecida la lesién en la
microcirculacién, la isquemia produciria miocit6lisis,
reemplazando el tejido cardiaco por fibrosis. La agre-
gacion plaquetaria, la microtrombosis y el contacto

entre linfocitos y células endoteliales contribuirian
a la progresion de la enfermedad. (26)

Ante alteraciones funcionales como las descrip-
tas, el endotelio pone en juego los mecanismos de
tromborresistencia, interviniendo entre otros facto-
res el de von Willebrand (proteina producida por la
célula endotelial y los megacariocitos en condicio-
nes fisiolégicas), el cual resultaria un marcador de
perturbacién endotelial y su aumento permite la
deteccién anticipada de este fenémeno. (27-31)

Celermajer y colaboradores utilizaron la prueba
de isquemia por ultrasonografia braquial como mé-
todo diagnéstico de lesién endotelial en diversas
enfermedades, como la aterosclerosis, en factores de
riesgo cardiovasculares y en otros procesos en los

. cuales la vasculatura endotelial estd perturbada, con

excelente sensibilidad, especificidad y valor predic-
tivo. (32-34)

Objetivos

El propésito del estudio es el de explorar la aso-
ciacién entre la prueba de isquemia con eco-Dop-
pler braquial (DP) y factor de von Willebrand
(FVW) —posibles marcadores de perturbacién en-
dotelial— en pacientes con enfermedad de Chagas
y sujetos controles.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién

Se incorporaron 51 pacientes chagdasicos, 33 en
periodo indeterminado (18 mujeres, 15 hombres, de
28 a 39 afios, edad promedio 35), 18 con cardiopatia
y dilatacién, grupo B (Clasificacién Consejo de En-
fermedad de Chagas y Cardiopatias Infecciosas) (35)
(8 mujeres, 10 hombres de 37 a 45 afios, edad prome-
dio 41,5) y 12 controles (6 hombres y 6 mujeres de 30
a 45 afios, edad promedio 38). A todos ellos se les
realiz6 serologia para Chagas (3 reacciones positivas),
segun criterios del Instituto Nacional de Parasitologia
Dr. Mario Fatala Chabén (reaccién de hemaglutina-
cién indirecta positiva con titulos > 1/32, método de
ELISA positivo y la prueba de inmunofluorescencia
positiva con titulos > 1/32), examen clinico, anélisis
de laboratorio, electrocardiogramas, radiografias de
térax, ecocardiograma y ultrasonografia Doppler
braquial (basal, posisquemia, posnitritos) y se dos6
FVW (VN: 0,5 a 1,50 UI/ml).
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Tabla1l
Caracteristicas generales de la poblacién
Chagdsicos Controles 14
n=12
En periodo Con cardiopatia
indeterminado n=18
n=33
Sexo f/m 18/15 8/10 6/6 0,787
Edad (afios) 350+2,77 41,5+2,95 382+4,34 < 0,001
FVW (UI/ml) 1,42+0,49 1,74 + 0,66 0,94 +£0,22* 0,00115
Respuesta vasodilatadora poscompresién (%) 8,95+ 3,84 6,86 £4,14 12,73 £2,57* 0,00101
Respuesta vasodilatadora posnitrito (%) 12,16 £ 2,48 10,86 £ 2,24 13,45 £ 2,31** 0,02

* p < 0,01 versus chagasicos en perfodo indeterminado y con cardiopatia.
** p < 0,03 versus chagasicos en periodo indeterminado y con cardiopatia.

Se excluyeron los pacientes con factores de ries-
go cardiovascular (diabetes, hipertension arterial,
dislipemia, obesidad, tabaquismo), alcoholismo u
otra enfermedad con repercusién cardiaca y/o que
alterasen el FVW (insuficiencia renal aguda o créni-
ca, nefropatia diabética, vasculitis, hipertiroidismo,
anemias hemoliticas, cAncer, cirrosis alcohélica, HIV,
posoperatorios, embarazo).

Descripcién de procedimientos diagnésticos

Prueba de isquemia braquial por ultrasonografia:
se utilizé un ecocardiégrafo marca General Electric
Logic 400 MA. Con un transductor de 7,5 MHz se
midié el didmetro y el flujo de la arteria humeral
basal y posisquemia por compresién (con el mango
del tensiémetro insuflado hasta 200 mm Hg en el
antebrazo a 2 cm del pliegue del codo) durante cin-
co minutos. Luego de desinsuflar el mango se mi-
di6 a los 15 y a los 30 segundos y al minuto, tanto el
didmetro como el flujo (respuesta endotelio depen-
diente). Luego de 15 minutos de reposo se adminis-
tré nitrito sublingual y se midieron el didmetro y el
flujo prenitritos y posnitritos como indicador de la
vasodilatacién independiente del endotelio (méto-
do de Celermajer y otros autores). (32-34, 36-38)

Se consideraron anormales respuestas del didme-
tro de la arteria inferiores al 10% del basal. (32) Los
estudios se realizaron por la mafana, previo desa-

Tabla 2
Distribucién de los pacientes chagésicos y controles segtin niveles de FVW (21,50 U/m]) y deterioro
de la vasodilatacién poscompresién braquial (respuesta normal > 10%)

yuno liviano (sin grasas, sin reemplazo vitaminico,
sin infusiones) y con supresién de farmacos que
pudiesen influir la respuesta vasodilatadora o la fre-
cuencia cardiaca (aspirina, antiinflamatorios, antioxi-
dantes, sedantes, vasodilatadores y otras) y reposo
de 20 minutos antes de iniciarlos. (36, 37)

Métodos estadisticos

El analisis univariado de las tablas de contingen-
cia de 2 x 2 se efectud con la técnica de chi cuadrado
o de Fisher, segtin correspondiera. El anélisis de da-
tos cuantitativos de méas de dos grupos se efectud
empleando ANOVA de una via (Tukey post-hoc-test).
Se emple6 la técnica de correlacién no paramétrica
de Spearman a efectos de analizar asociaciones uni-
variadas. El estudio multivariado incluyé las técni-
cas de andlisis de la funcién discriminante (tomando
como variable dependiente la presencia de anoma-
lias en las respuestas vasodilatadoras) y de regresion
muiltiple (método cuasi-Newton; maxima verosimi-
litud). En todos los casos se consideré significativo
todo valor de p < 0,05, dos colas. Se emplearon los
softwares CSS/STATISTICA, 1993 y EPI INFO.

RESULTADOS

Respecto de las caracteristicas generales de la
poblacién estudiada, la distribucion por sexos entre
chagésicos y no chagéasicos no resulté significativa-

CHAGASICOS CONTROLES
Deterioro de la Respuesta vasodilatadora p Deterioro de la Respuesta vasodilatadora p*
vasodilatacion (< 10%) normal vasodilatacién (< 10%) normal
FVW 21,50 26 1 < 1 0 0,166
FVW < 1,50 5 19 0,001 1 10

* Fisher.
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Tabla 3
Asociacion entre FVW (valores absolutos) y respuesta
vasodilatadora poscompresién (coeficiente rS de Spearman)

rS P
Muestra total (n = 63) -0,69 < 0,00001
Chagdsicos (n = 51) -0,70 < 0,00001
Controles (n = 12) -0,68 0,025

mente diferente (p = 0,787), en tanto que se hallaron
diferencias significativas en términos de edad (Ta-
bla 1), en las concentraciones del factor de von
Willebrand entre los grupos (aumentado en los cha-
gasicos), asi como en términos de respuesta vasodi-
latadora posisquemia, que resulté mayor en contro-
les. Hubo diferencias significativas en términos de
respuesta posnitritos entre controles y chagdasicos con
cardiopatia (p < 0,03); sin embargo, las diferencias
fueron —en términos proporcionales— menores que
las encontradas en la prueba posisquemia (Tabla 1).

En la prueba de Fisher, en chagasicos, se encon-
tré una asociacién significativa entre respuestas va-
sodilatadoras deterioradas (con valores porcentua-
les inferiores al 10%) y valores de FVW superiores
al limite considerado normal en nuestro laboratorio
(mayor o igual a 1,5 UI/ml (Tabla 2).

Como se observa, el 52,9% de los chagasicos mos-
tr6 valores de FVW iguales o superiores al limite
normal; de éstos, el 96,2% mostré alteracién de la
respuesta vasodilatadora. Como contrapartida, sélo
un sujeto (8,3%) entre los controles mostré altera-
cién del FVW (p < 0,05 versus chagésicos) y el 16,6%
de ellos mostré anomalia de la respuesta vasodila-
tadora. Tomando como “patrén oro” (gold standard)
la presencia de una respuesta vasodilatadora altera-
da, la sensibilidad y la especificidad de valores de
FVW en chagdsicos fueron, respectivamente, del
83,9% y del 95,0%; la sensibilidad de los controles
fue del 50,0% (aunque el nimero incluido de éstos
fue pequefio).

Considerando los valores absolutos tanto para el
FVW como para el porcentaje de respuesta vasodi-
latadora posisquemia, encontramos asociacioén ne-
gativa y estadisticamente significativa entre las va-

Tabla 5
Deterioro de la vasodilatacién posisquémica y FVW.
Regresion logistica miltiple
(Variable dependiente: respuesta vasodilatadora
anormal < 10%)

B ES 14
Sexo -2,071 1,153 0,077
Edad (afios) -0,029 0,116 0,798
FVW 21,5 UI/ml 5,520 1,359 0,0001

Tabla 4
Respuesta vasodilatadora (respuesta anormal < 10%) y FVW:
andlisis de la funcién discriminante (: 0,317, p < 0,001)
Variable dependiente: respuesta vasodilatadora
anormal (si-no)

Variables incluidas en el modelo A 4
FVW 0,922 < 0,0001
Sexo 0,343 0,036

riables tanto en chagésicos como en controles en la
correlacion de Spearman (Tabla 3).

Un andlisis multivariado de la funcién discrimi-
nante, tomando como variable dependiente la pre-
sencia de respuesta vasodilatadora anormal < 10%,
permitié incluir en el modelo los niveles de FVW y
el sexo como variables significativamente asociada
con el deterioro de la vasodilatacién (Tabla 4); sin
embargo, en el modelo de regresion logistica multi-
ple, s6lo el FVW (valores iguales o superiores a 1,5
UI/ml) mantuvo significacién (Tabla 5).

DISCUSION

En la enfermedad chagdsica intervienen diferen-
tes mecanismos patogénicos que en determinadas
circunstancias influyen y confluyen para que de la
etapa indeterminada algunos pacientes pasen a los
estadios con cardiopatia. Muchas teorias tratan de
explicar qué situaciones modulan el cambio, pero
seguramente los mecanismos patogénicos son dife-
rentes y algunos se atinan para desencadenar suevo-
lucién. (39-42) Lo que puede afirmarse es que el pe-
riodo indeterminado no es totalmente mudo como
se sefialaba, sino que, por el contrario, en aproxima-
damente el 30% hay diferentes estudios (43, 44) que
ponen de manifiesto alteraciones de distinta magni-
tud, pero atin de dificil valoracién. No se pudo de-
terminar si los pacientes que las presentan son los
que evolucionan a los estadios siguientes.

Lamentablemente, a pesar del tiempo transcurri-
do desde que Carlos Chagas (45) describiera esta
nosologia hasta hoy, son pocos los trabajos multicén-
tricos llevados a cabo, y atn persisten dudas sobre
los mecanismos que determinan la evolucién desfa-
vorable en algunos enfermos. Se postularon hip&te-
sis que vinculan a las cepas infectivas, ya sean éstas
miotrdficas o pantréficas, interpretaciones neurolé-
gicas, (46) inmunolégicas, (47) vasculares, (48), etc.

Con respecto a esta tltima postura, Jorg y cola-
boradores en el afio 1974 (7) y mas recientemente
Tanowitz enfocaron la atencién en la lesién endote-
lial microvascular. (49) En la enfermedad de Chagas
murina, aguda y cronica, se demostré que la micro-
vasculatura esta comprometida y favorece la progre-
sién de la remodelacién miocérdica y posteriormente
la insuficiencia cardiaca (existiendo una intima re-
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lacién entre el endotelio microvascular y el mioci-
to). Balligand y colaboradores (23) describieron en
sus observaciones que los miocitos disminuyen su
contractilidad cuando son expuestos a un medio
condicionado de la microvasculatura. Los compo-
nentes del endotelio microvascular que pueden me-
diar estos efectos en el miocardio incluyen las bien
conocidas sefiales intracelulares del 6xido nitrico y
la endotelina. Esta tltima es uno de los vasocons-
trictores mas fuertes conocidos en los seres huma-
nos. (50) El vasodilatador 6xido nitrico puede con-
trabalancear el efecto de la norepinefrina, la angio-
tensina y la endotelina. (51) En la falla de bomba hay
una expresién aumentada de la forma inducible de
la 6xido nitrico sintetasa (iNOS) en el miocardio,
secundaria a la estimulacién del endotelio, produ-
ciendo 6xido nitrico en cantidades no fisioldgicas.
(52) Este tltimo se convertiria en el radical libre téxi-
co peroxinitrito, lo que llevaria a una nitrosilacién
aumentada de proteinas y a la alteracién de la fun-
ci6én enzimatica. El peroxinitrito no es s6lo un radi-
cal libre, sino que también es un vasoconstrictor
potente, lo que contribuiria a la disfuncién contréac-
til. (53) Nuestro trabajo se orient6 en este sentido
mediante el estudio del endotelio, valorando la res-
puesta de vasodilatacién posisquémica por eco-Do-
ppler braquial y un posible marcador de activacién
endotelial como el factor de von Willebrand. Tanto
en la poblacién total como en los chagéasicos existi6
asociacién entre valores elevados de FVW y respues-
ta vasodilatadora anormal. Si bien el niimero de con-
troles incluidos es bajo, se encontré una frecuencia
mayor de respuestas vasodilatadoras anormales en
los chagasicos, asi como valores de FVW significa-
tivamente mayores en éstos.

No haliamos en la literatura especializada estu-
dios de disfuncién endotelial en chagasicos me-
diante la ultrasonografia de alta resolucién. Si es
amplia para su aplicacién en la enfermedad coro-
naria, factores de riesgo y para evaluar resultados
de intervenciones terapéuticas. En cuanto al FVW,
al originarse por la secreciéon de células endotelia-
les, mas que un marcador de lesién, se considera
una expresién de perturbacién o de estimulacién
endotelial. ‘

Recientemente, el von Willebrand propéptido (54)
se propuso como una medicina més sensible y tem-
prana de actividad endotelial.

En un disefio transversal con un pequefio ntime-
ro de sujetos no es posible aventurar conclusiones
referidas a asociaciones causales, pero podria exis-
tir una frecuencia mayor de dafio endotelial en cha-
gdsicos (aun en el periodo indeterminado) respecto
de los controles normales de similar edad y sexo.

De todos modos, el andlisis multivariado no per-
mitié demostrar diferencias entre grupos en térmi-

nos de respuesta vasodilatadora, lo cual podria es-
tar vinculado al pequefio niimero de controles eva-
luados.

Nuestro estudio de asociacién de marcadores
posibles de disfuncién endotelial en Chagas no con-
tradice las hipétesis sefialadas por otros autores al
respecto, simplemente propone una observacién que
debe explorarse. Estudios prospectivos con un na-
mero mayor de sujetos deberan aclarar la prevalen-
cia real de alteraciones de la funcién endotelial en
chagdasicos, medida a través de pruebas de realiza-
cién clinica relativamente sencilla, como la adminis-
tracion del FVW y de la evaluacién de la respuesta
vasodilatadora posisquemia por eco-Doppler.

SUMMARY

ASSOCIATION BETWEEN ENDOTHELIAL
DYSFUNCTION ASSESSED BY ISCHEMIC
TEST WITH BRACHIAL ECHO-DOPPLER AND
VON WILLEBRAND FACTOR IN CHAGAS’
DISEASE

Introduction

According to recent published information micro-
vascular endothelial changes in Chagas’ disease
could be related to cardiomyocyte alteration favor-
ing disease progression.

Objectives

The aim of the present study was to explore the
association between brachial echo-Doppler (BED)
and von Willebrand factor (VWF) as possible mark-
ers of endothelial alterations in chagasic patients
and healthy controls.

Material and methods

Fifty-one chagasic patients were enrolled, 33 in an
undetermined phase of the disease (18 women, 15
men, mean age 35 years old [range 28-39]) and the
remaining 18 had been already diagnosed with
heart disease (8 women, 10 men, mean age 41.5
years old [range 37-45]). A population of 12 healthy
subjects acted as controls (6 women and 6 men,
mean age 38 years old [range 30-45]). Serum sam-
ples obtained from cases and controls were spe-
cifically tested for Chagas’ disease (3 different
tests). The whole population was submitted to
physical examination, clinical laboratory tests,
ECG, chest-X-ray studies, echocardiography and
BED (basal, post-compression, and post-nitroglyce-
rine). vVWF was also assessed (normal range 0.5-1.5
IU/ml). Patients with cardiac risk factors and con-
ditions known to affect vWF levels were excluded.
All data were submitted to statistical analysis chi
square test and multiple logistic regression.
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Results

Three main outcome measures deserve special atten-
tion: 1) there is an univariate significant association
between BED and vWF (r = 0.69, p = 0.0000001) and
between BED and gender (r = 0.28; p = 0.0297). Ab-
normal BED values and altered vWF levels were
more frequent among chagasic subjects. Consid-
ering BED as the “gold standard”, sensitivity and
specificity of vWF determination were 83.9% and
96.7%, respectively; 2) stepwise analysis of the dis-
criminative function revealed that —taking BED as
the dependent variable— vWF levels and sex were
the only discriminative variables in this model (p
< 0.01); 3) multiple logistic regression pointed to
vWF value as the only independent variable related
to endothelial dysfunction —measured by BED—
after adjusting the results by age, gender and health
status (chagasic patients or healthy controls) with
p = 0.001.

Conclusions

vWF was significantly related to BED alteration in
chagasic patients in undetermined phase with car-
diomyopathy as well as in control subjects.

Key words Chagas’ disease - Brachial echo-Doppler -
von Willebrand factor - Endothelial impairment
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