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ANTECEDENTES

La enfermedad de Chagas, cuyo agente etioldgico es el protozoo pardsito
Trypanosoma cruzi, es una causa relevante de patologia cardiaca en Latinoamérica [1].
Frecuentemente, la morbilidad y mortalidad en esta afeccion son consecuencia de una
persistente miocardiopatia inflamatoria que puede conducir a falla cardiaca congestiva y
muerte. Esta patologia constituye un importante problema sanitario en América Latina, y

esta estrechamente relacionada con aspectos socioecondmicos y culturales. Se estima que
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alrededor de 10 millones de individuos estan infectados y que otros 100 millones se
encuentran expuestos al riesgo de contraer esta parasitosis, elevandose a 45.000 la tasa
anual de mortalidad causada por esta endemia [2]. En nuestro pais, se calcula que existen
alrededor de 2,5 millones de individuos infectados [3].

Del total de pacientes que padecen una infeccion chagésica crdnica, alrededor de
un tercio desarrolla sintomatologia a nivel cardiovascular [4]. A pesar de su importancia
médica, los mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad de Chagas no se conocen
acabadamente y a menudo son motivo de discusion y controversia. Si bien los pacientes
son sometidos a evaluaciones diagnosticas y cardioldgicas, hasta el presente resulta
imposible identificar de modo precoz y fehaciente a aquellos individuos infectados que
desarrollaran miocardiopatia.

Durante la fase cronica ndeterminada sin evidencias de patologia cardiaca resulta
dificil determinar el grado de dafio en miocardio por los métodos de estudio
complementarios tradicionales, por lo que seria importante objetivarlo mediante algun
tipo de marcadores dosables en suero que permitan la identificacion del grupo de
pacientes con mayores probabilidades de desarrollar cardiopatia chagésica. La evolucion
natural hacia distintos grados de cardiopatia en los pacientes con serologia positiva para
Chagas es de 2-3% por afio, por lo que al cabo de una década alrededor de 20-30% de los
individuos ya no perteneceran mas al grupo crénico indeterminade sin patologia cardiaca
demostrada [5]. Esto conlleva también a un descenso significativo en la expectativa de
vida de estos pacientes que ingresardn al grupo cronico con distintas alteraciones
cardiacas, con posibilidad de complicaciones y pobre pronostico. En consecuencia, es
imprescindible plantearnos cémo identificar al grupo de pacientes que va a evolucionar
desde la fase cronica indeterminada sin dafio aparente hasta la fase cronica determinada
con cardiopatia evidente, e incluso avanzada y descompensada, dado que el control y el
seguimiento clinico resultan insuficientes, mas aun conociendo que una intensa actividad
humoral y celular est4 definiendo la evolucion de estos individuos.

En la busqueda de indicadores pronoéstico, a semejanza de lo que ocurre con otros

tipos de patologias cardiovasculares, se han explorado los niveles circulantes de distintas
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moléculas con potencial para utilizarse como biomarcadores que puedan ser medidos a
través de técnicas relativamente simples y con alta sensibilidad y especificidad. De
acuerdo con los hallazgos reportados en la enfermedad de Chagas hasta el presente, los
marcadores biologicos con mayor potencial comprenden a los péptidos natriuréticos atrial
y cerebral (ANP y BNP), el factor de necrosis tumoral (TNF), la citoquina
proinflamatoria MIF, la interleuquina IL-6, la troponina T (TnT) y la proteina C reactiva
(CRP) de alta sensibilidad [6-11]. Sin embargo, mas alla de su evidente potencial, atin no
se ha logrado un consenso definitivo en la seleccion de biomarcadores de maxima
eficacia.

En los ultimos tiempos se han registrado multiples y notorios avances en la
busqueda de biomarcadores de injuria cardiovascular en patologias de origen distinto al
de la enfermedad de Chagas. En dichas investigaciones [12-14] se han estudiado con
resultados promisorios nuevos indicadores circulantes de monitoreo cardioldgico (como
ST2 soluble, péptido NT-proBNP, galectina-3, factor de diferenciacion y crecimiento-15,
y troponina I de alta sensibilidad) cuyo significado en el desarrollo de miocardopatia
chagasica se desconoce, ya que aun no ha sido evaluado. Uno o varios de ellos podrian
tener aplicabilidad en la enfermedad de Chagas para realizar una vigilancia clinica nueva
de los pacientes chagésicos y una estratificacion diferente, dada a partir de niveles mas

elevados de algiin/os marcador/es en las distintas fases de esta afeccion.

OBJETIVOS

El presente Proyecto posee como objetivo central la identificacién de marcadores
biologicos circulantes que ayuden a identificar tempranamente a aquellos individuos con
infeccioén cronica asintomatica por Trypanosoma cruzi con mayor riesgo de evolucion

hacia una forma de enfermedad de Chagas con compromiso cardiovascular severo.



Como objetivos especificos del Proyecto se incluyen las determinaciones
cuantitativas de ST2 soluble, péptido NT-proBNP, galectina-3, factor de diferenciacion y
crecimiento-15 (GDF-15) y troponina I de alta sensibilidad en muestras de suero de
pacientes cursando el estadio cronico de la infeccion chagasica, con y sin evidencias

clinicas de miocardiopatia.

METODOLOGIA

—Seleccion y caracterizacion de pacientes:

En todos los casos, para el ingreso al estudio se solicitard la conformidad del paciente.
Para ello, se brindaré al paciente informacion sobre el objetivo y las practicas del estudio,
asi como sobre los beneficios y riesgos potenciales relativos a su participacion en el
mismo. Los investigadores se guiaran por las normas de la Organizacion Mundial de la
Salud para este tipo de estudios, segiin la Declaracion de Helsinki. El paciente ingresante
por voluntad propia manifestara su conformidad mediante un escrito en el que conste su
firma. No existiran remuneraciones para aquellos pacientes que decidan participar del

estudio.

Los pacientes serdn reclutados y evaluados clinica y cardioldogicamente en las Secciones
de Consultorios externos Generales y de Enfermedad de Chagas elnsuficieneta-Cardiaca
de la Division Cardiologia del Hospital General de Agudos “Dr. Cosme Argerich” de la
Ciudad de Buenos Aires. Las pruebas diagnoésticas de laboratorio se realizaran el el
Servicio de Parasitologia-Chagas del Hospital de Nifos “Ricardo Gutiérrez”, institucion
que cuenta con la colaboracion del experto Dr. James L. Januzzi (Director de la Unidad
de Terapia Intensiva de Cardiologia, del Massachusetts General Hospital, Boston, MA,

EEUU) para la investigacion de biomarcadores.



Criterios de inclusion: los pacientes chagasicos deberdn ser serologicamente positivos al
menos por dos de las siguientes reacciones de conocida sensibilidad y especificidad para
detectar anticuerpos de tipo IgG especificos para 7. cruzi en sangre: hemoaglutinacién
indirecta (Polychaco SAIC, Buenos Aires), ELISA (Laboratorios Wiener, Rosario, Santa

Fe), y aglutinacion de particulas de latex (Fujirebio Inc., Tokio, Japon).

Los pacientes (n=20/grupo) se clasificaran de la siguiente forma de acuerdo a la
propuesta del Consenso de Enfermedad de Chagas Mazza de la Sociedad Argentina de

Cardiologia realizade publicado en 2002 2011 que-se-basa-enla—elasificacionpropuesta
ef-hrrerion-de s de s [15].

* Chagas indeterminade—cronico sin patologia demostrable: pacientes
infectados asintomaticos, que presentan estudios complementarios

normales (sin compromiso cardiaco).

* Chagas een—mioeardiopatia cronico con patologia demostrada. Sub-grupe

A): pacientes que padecen arritmias y/o trastornos de conduccidn, sin

cardiomegalia insuficiencia cardiaca; sub-grupe B): pacientes que padecen

insuficiencia cardiaca congestiva, acompafiada de cardiomegalia.

Los criterios de exclusion para el grupo de pacientes chagdsicos seran: enfermedad
cardiaca congénita, vascular o isquémica, cancer, evidencia clinica de enfermedad
infecciosa, enfermedades inflamatorias/autoinmunes, e insuficiencia renal crénica en

estadio final bajo terapia de reemplazo renal.

Los controles no infectados por 7. cruzi (n=20) incluirdn individuos sanos dentro del

mismo rango de edad y relacion de sexos.



Los criterios de exclusion para este grupo control seran, ademas de los detallados para
pacientes infectados: serologia positiva para Chagas e insuficiencia cardiaca no atribuible
a infeccién por 7. cruzi.

—Practicas diagnosticas

Planilla de recoleccion de datos: se llevard a cabo un registro de cada paciente donde

seran consignados los datos personales, el Grupo al que pertenecen de acuerdo a la
clasificacion adoptada o su reclutamiento como control, los resultados de los estudios

realizados y la ingesta de medicamentos.

Estudios clinicos vy cardioldgicos: se levantara una historia clinica de cada uno de los

pacientes y se realizardn a todos ellos ECG, Rx y Ecocardiograma en-Mede-B Doppler.

Estudios diagndsticos: en la fase de admision de pacientes, se determinara la presencia o
no de infeccion chagasica mediante la deteccion de anticuerpos de tipo I1gG anti-7. cruzi

en sangre por hemoaglutinacion indirecta, ELISA y aglutinacion de particulas de latex.

—Valoracion de biomarcadores circulantes

Una vez incluido en su respectivo grupo, se realizard una segunda extraccion de 10 ml de
sangre venosa que sera enviada a los investigadores del Hospital de Nifos “Dr. Ricardo

Gutiérrez”.

Un centimetro cubico de esta muestra serd recogido en tubo seco estéril y destinado a
repetir los estudios serologicos, en esta ocasion desconociendo los investigadores los

datos de filiacion del paciente y el grupo al cual pertenecen.



El volumen restante sera destinado a la investigacion de biomarcadores, segun se

describe a continuacion:

Se recolectaran 9 ml de sangre venosa de cada individuo en tubos estériles conteniendo
citrato de sodio. Para la separacion de la fraccion plasmatica, se centrifugara la muestra
por 10 minutos a 2000 x g.

Se realizara la valoracion cuantitativa de Tnl -en modo simultdneo con mioglobina e
isoenzimas de creatina quinasa- mediante un ensayo rdpido de inmunofluorescencia a
través de la plataforma Triage Cardiac Panel (Biosite Diagnostics, San Diego, CA,
EEUU).

Los niveles circulantes de ST2 soluble se mediran utilizando un equipo comercial de
ELISA (Medical and Biological Laboratories, Woburn, MA, EEUU), mientras que para
determinar las concentracions plasmaticas de NT-proBNP y de GDF-15 se usard un
sistema inmunoanalitico Elecsys basado en electroquimiolumuniscencia (Roche
Diagnostics GmbH., Mannheim, Alemania).

Para el analisis de las concentraciones circulantes de galectina-3 se empleara un ELISA
comercial de doble captura con un anticuerpo monoclonal contra esta proteina

inmobilizado en la placa.

Andlisis estadistico: Se llevard a cabo un tratamiento estadistico mediante la aplicacion

de pruebas estadisticas paramétricas (Student, ANOVA) y no paramétricas (Kruskal-

Wallis, Fisher). Para el analisis correlativo se usara Pearson y/o regresion multiple.
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