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RESUMEN

La Enfermedad de Chagas (ECh) causada por el agente etioldgico Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), es la principal causa de cardiomiopatia cronica en América Latina. La
presencia de anticuerpos contra receptores Bl adrenérgicos en pacientes con ECh y otras
cardiopatias pueden contribuir con la progresion del dafio miocéardico, por ende, la
deteccion temprana de estos anticuerpos en los pacientes podria ser indicativo de la
prematura instalacion de un dafio cardiaco. Este trabajo tiene por objetivo principal
establecer la frecuencia de anticuerpos anti-receptores 1 adrenérgicos en las distintas fases
de la ECh y compararla con cardiopatias de otro origen. Se determind la prevalencia de
auto-anticuerpos contra receptores 1 adrenérgicos por medio del ensayo enzimatico
(ELISA), previamente estandarizado, donde se trabajo con seis grupos de pacientes: 43
pacientes en Fase Aguda , 44 pacientes Cronicos Recientes, 46 pacientes en Fase
Indeterminada, 43 pacientes Cardidpatas con ECh, 33 pacientes Cardidpatas sin ECh y 23
pacientes controles. Para el estudio longitudinal se trabajé con 532 muestras de suero de 76
pacientes con ECh del brote de transmisién oral, ocurrido en Chacao. Se detectaron niveles
elevados de anticuerpos anti-receptores B1 adrenérgico en el grupo de pacientes chagasicos
(50%), comparados con el grupo de cardidpatas sin ECh (42%). Al comparar la prevalencia
de anticuerpos en las distintas fases de la enfermedad se observd un porcentaje elevado en
la fase aguda (86%), fase indeterminada (41%) y cronicos cardiopatas con ECh (47%),
observandose el mismo comportamiento en el estudio longitudinal. La alta prevalencia de
estos anticuerpos en fases tempranas de la enfermedad y posteriormente en la fase
indeterminada y en pacientes con cardiomiopatias crénicas, indicarian el desarrollo de un
trastorno inmunoregulatorio que podria involucrar a los receptores B1 adrenérgicos y cuya
estimulacion sostenida intervendria en los mecanismos fisiopatologicos de las enfermedad

cardiaca.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad de Chagas, Cardiomiopatia Chagéasica cronica,

Anticuerpos, Receptores f1 adrenérgicos.



INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas (ECh) o tripanosomiasis americana es una infeccion
producida por Tripanosoma cruzi, un parasito intracelular obligatorio transmitido a través
de triatominos, insectos hematé6fagos, que pueden compartir la vivienda con el hombre y
mamiferos domesticos Yy silvestres (WHO, 2002). Esta parasitosis es endémica en América
Latina y una zoonosis ampliamente extendida, siendo la cuarta causa de morbilidad y

mortalidad en el continente (Storino, 1994).

En 1909 el Dr. Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (Oliveira, Minas Gerais,
09/07/1879 Rio de Janeiro 8/11/1934), se encontraba en la ciudad de Belem en el
Amazonas, Brasil, combatiendo una epidemia de paludismo en trabajadores de una linea
nueva del ferrocarril, pensando que los chipos (chinches,vinchucas) por ser hematofagos
podrian transmitir distintas enfermedades, este examind el contenido intestinal de estos
triatominos (Panstrongylus megistus) descubriendo el protozooario Schizotrypanum cruzi,
rebautizado posteriormente como Trypanosoma cruzi (en honor a su maestro y amigo
Oswaldo Cruz). Posteriormente realizd una prueba donde el insecto picara a un mono,
detectando luego la presencia del parasito en la sangre del mismo, poco tiempo después (23
de abril 1909), el Dr. Ribeiro encontr6 T. cruzi en la sangre de una nifia de dos afios
llamada “Berenice” quien presentd hinchazén de la cara, fiebre elevada, crecimiento del
higado, bazo y ganglios linfaticos, reportando asi el primer caso humano agudo de la ECh
(Beaver y col, 2003; Becerril, 2008; Dias, 2000).

La tripanosomiasis americana es considerada una infeccion originaria del
neotrépico y una de las cinco principales enfermedades tropicales que afligen a la region,
donde la enfermedad no es un problema epidemiolégico aislado, ya que en areas endémicas
esta estrechamente asociada con enfermedades tipicas de la pobreza llamadas “sociales”
tales como: malnutricion, diarrea, tuberculosis y otras enfermedades parasitarias (Storino,
2000).

Las manifestaciones y caracteristicas epidemioldgicas de la parasitosis varian de un
area endémica a otra y las tasas de prevalencia, caracteristicas del parasito, patologia,

clinica, vectores y reservorios difieren ampliamente (WHO, 2002).
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La mayoria de las veces esta enfermedad pasa inadvertida en forma asintomatica
hasta que sobrevienen las alteraciones cardiacas. Clinicamente se reconocen tres etapas.
Una inicial o fase aguda, cuyos sintomas pueden ser leves y poco caracteristicos, por este
motivo sélo se logra detectar en pocos pacientes. Las manifestaciones clinicas generales en
esta fase incluyen la aparicion del chagoma de inoculacion, edema bipalpebral
(generalmente unilateral, signo de Romafa), fiebre, adenopatias, edemas y en muy pocos
casos miocardiopatia. Luego, pasa por un curso silencioso e inaparente (fase cronica
asintomatica) que se inicia de 8 a 10 semanas después de la fase aguda y puede durar meses
0 afios, antes de evolucionar poco a poco a una etapa cronica asintomatica prolongada
durante la cual, la mayoria desarrollard una cardiopatia crénica 0 alteraciones crénicas

digestivas y neuroldgicas (Ribeiro, 2012; Rastrepo, 1998).

El curso fisiopatologico de la ECh transcurre lentamente, por una fase inicial
puramente agresiva parasitaria e inflamatoria a la cual le sigue una larga trayectoria
inmunoldgica en parte auto-agresiva. Ambas fases se entrecruzan y la duracién e intensidad
de las mismas dependerd de multiples factores asociados tanto al parasito en si, como al
hospedador (Storino, 2002)

1. Generalidades de T. cruzi.
1.1 Distribucién Geogréfica

La (ECh) es una infeccion endémica del continente Americano que ha
evolucionado de su forma enzootica primitiva a una antropozoonosis. Su distribucion
geografica se extiende desde el paralelo 40° de latitud norte en el sur de Estados Unidos,
hasta el paralelo 45° de latitud sur en Argentina y Chile. El area de prevalencia se
superpone con el area de distribucion geogréfica de los vectores triatominos, afectando
sobre todo a las poblaciones rurales que habitan en viviendas deficientes. Sin embargo en
las dos ultimas décadas, la transmision del parésito a humanos ha disminuido por efectivos
programas de control en zonas endémicas. No obstante, la ECh sigue siendo la tercera
enfermedad parasitaria mas importante en el mundo, tras el paludismo y la esquistosomiasis
(Pinto, 2008; Storino, 1994).
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El flujo migratorio desde América Latina ha originado cambios sustanciales en la
epidemiologia de la ECh, debido a su propagacién a zonas no endémicas, como Estados
Unidos y paises Europeos. Adicionalmente, el escaso conocimiento sobre la enfermedad,
origina fallas en los procesos de control, especialmente en los bancos de sangre (OMS,
2008).

1.2 Epidemiologia

La ECh constituye un grave problema de salud en casi todo el continente americano
encontrandose en 21 paises americanos. En 1960 un grupo de expertos de la O.M.S estimd
la existencia de al menos 7 millones de personas infectadas y cerca de 35 millones las
personas bajo riesgo de contraer la infeccion. Para esa misma fecha el ndimero de
infectados en Venezuela era aproximadamente de 1,5 millones. Actualmente se estima
cerca de 100 millones de personas en riesgo de contraer la infeccion, de 7 a 8 millones de
personas infectadas, con 56.000 nuevos casos anuales por todas las formas de transmision.
Si bien la enfermedad se encuentra en casi toda América Central y del Sur, sus
manifestaciones y caracteristicas epidemioldgicas son variables entre una y otra zona
endémica (OMS/OPS, 2014).

En los ultimos afios se ha observado un claro descenso del nimero de pacientes
infectados en &reas endémicas del continente americano, donde se estima una disminucion
en la incidencia de nuevos casos de infeccion. Como se puede observar por los datos
reportados, bajo de 700.000 casos anuales en 1990 a 41.200 casos en el 2006, esto debido a
las medidas de control tomadas por distintos paises como: Uruguay, Chile, Brasil,
Guatemala, Honduras y El Salvador que presentan una variedad de programas para la
eliminacion de Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata e interrupcion de la transmision
(Pinto, 2008).

En Venezuela en los ultimos afios la ECh se ha extendido a distintas poblaciones
humanas ubicadas en las diferentes regiones localizadas desde el extremo occidental hasta

las entidades localizadas en el extremo oriental del pais (Afiez y col, 2003).
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Estudios epidemioldgicos destacan la existencia de factores de riesgo que facilitan
la infeccion de los insectos transmisores y el contacto de estos con el hombre. La falta de
higiene, la constante presencia de animales domésticos susceptibles a esta enfermedad y la
carencia de conocimiento sobre la enfermedad, pudieran estar condicionando la transmision

en ciertas regiones (Afiez y col, 2003; Suérez, 2004; Becerril, 2008).

En el afio 2003, Afiez y colaboradores reportan la seroprevalencia ante la infeccion
por T. cruzi en 75 localidades pertenecientes a 11 Estados de Venezuela consideradas
zonas endémicas, entre ellas: Anzoategui, Apure, Barinas, Cojedes, Falcon, Monagas, Lara,
Meérida, Portuguesa, Trujillo y Yaracuy. Evaluando a 3.993 pacientes, donde el primer
grupo examinado de 310 personas resultaron 54,2 % seropositivos a T.cruzi en todos los
grupos de edades, detectando 44,6% de casos agudos, 11,9% en fase indeterminada y 43,5
% en fase cronica. Con respecto a la colecta e identificacion de los triatominos,
identificaron 5 especies, entre ellas: Rhodnius prolixus, R. robustus, Eratyrus mucronatus,

Triatoma maculata y T. nigromaculata.

Traviezo y Bofante-Garrido (2004), en un estudio realizado en la localidad de
Caballito en el Estado Lara, reportaron 54,54% de individuos seropositivos a T. cruzi en
281 individuos evaluados. Asi mismo recolectaron 106 ejemplares de Rhodnius prolixus,
de los cuales 30,2% se encontraban infectados.

De igual manera, en otra localidad del Estado Lara, especificamente en el
municipio Andrés Eloy Blanco, zona endémica para la enfermedad y reconocida por
presentar el nivel mas elevado de pobreza del Estado, Bofante y colaboradores (2007),
analizaron 869 muestras detectando una prevalencia de infeccion de 6,9 %. Recolectaron
143 triatominos, 138 pertenecientes a la especie P. geniculatus y 5 pertenecientes a R.

prolixus.

En diciembre del afio 2007, se reporto en la ciudad de Caracas, el brote agudo mas
numeroso de ECh por transmision oral en el mundo, donde estuvieron involucrados

maestros y nifios de una escuela (Alarcén de Noya y col. 2010).
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Afez y colaboradores (2011), publicaron por primera vez la presencia de
infecciones inaparentes en una comunidad Yukpa en la Sierra de Perija en el occidente de
Venezuela. De 173 muestras de suero 13, 9% fueron seropositivo a T. cruzi. De igual
manera de 8 muestras de sangre de perros encontrados en los alrededores de la
comunidad, resultaron seropositivos al antigeno T.cruzi, indicando el papel que presentan

estos mamiferos en la circulacion del parasito en dicha comunidad.

Afiez y colaboradores (2013), estudiaron desde el punto de vista clinico,
epidemioldgico, sero-parasitologico y molecular un posible brote agudo de ECh por
transmision oral en Mérida, la familia estaba constituida por cinco miembros que
compartian el mismo espacio en una vivienda rural, en la cual se observo la permanencia de

animales porcinos y bovinos.
1.3 Taxonomia y Morfologia

T. cruzi es un parésito flagelado incluido en el phylum Sarcomastigophora, clase
Mastigophora, orden Kinetoplastida, que comprende a organismos con uno o mas flagelos
y una mitocondria que contiene ADN en una porcion diferenciada como organela llamado
Kinetoplasto, situado en la base del flagelo. Pertenece a la familia de los trypanosomatidae,
género Trypanosoma Yy subgénero Schizotrypanum, para designar a los tripanosomas que se
multiplican en el interior celular en el vertebrado. Posee un ciclo de vida complejo que
incluye tres formas morfoldgicas (amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes
metaciclicos y sanguineos) comprendidas en dos hospedadores: el vector invertebrado y el

hospedador mamifero (Hoare, 1971; Brener, 2000).

Durante el ciclo de vida, este flagelado pasa por cambios morfoldgicos y
funcionales relacionados con sus hospedadores; epimastigote y amastigote formas
replicativa del parasito y tripomastigote metaciclico y sanguineo que corresponderian a la
formas infectantes del mismo (Brener, 2000).
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Epimastigote: Es de aspecto fusiforme y alcanza a medir hasta 25 um de largo, su
extremidad posterior es gruesa y posee un ndcleo central y redondo. Presenta un flagelo que
emerge lateralmente. Posee un kinetoplasto ubicado por delante o a un lado del ndcleo, lo

cual lo diferencia de los tripomastigote.

Este estadio es bastante movil, presentando una intensa actividad replicativa por
division binaria longitudinal, muchas veces forman rosetas (Segovia, 1976). Se encuentra

unicamente en el intestino del vector y en medios de cultivos.

Amastigote: Es de forma redonda u ovoide, con medidas de 2 a 3 um de diametro,
posee un nucleo y un Kinetoplasto grande, carece de flagelo externo y membrana

ondulante.

Estas formas se multiplican por division binaria en el hospedador vertebrado y
pueden observarse en el interior de las células de diversos tejidos, siendo estas las

responsables en un inicio de la patologia celular (Segovia, 1976).

Tripomastigote sanguicola: Es de aspecto fusiforme, mide entre 15 a 20 um de
largo por 2 a 4 um de ancho , presenta casi siempre una forma curva en “C” o “S”, posee
un citoplasma granuloso finamente alveolar y un nucleo redondo, tiene un kinetoplasto

situado detras del nucleo, asi como una membrana ondulante a lo largo del organismo.

El tripomastigote sanguicola se encuentra libre en la circulacién sanguinea del
hombre y de un gran nimero de mamiferos, constituyéndose en la forma infectante para el

vector triatomino (Segovia, 1976) e infecta células del hospedador.

Tripomastigote metaciclicos: Conserva las mismas caracteristicas que el
tripomastigote sanguicola, se encuentra ubicado en la porcion final del tracto digestivo del
vector (ampolla rectal) y es la forma infectante para el hombre y la gran mayoria de

mamiferos (Segovia, 1976).
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1.4. CICLO BIOLOGICO del Trypanosoma cruzi

El vector se infecta al ingerir sangre de un hospedador vertebrado infectado con
tripomastigotes sanguicolas circulantes. En pocos dias el tripomastigote ingerido se
transforma en el estobmago del vector en epimastigote. Los epimastigotes migran al
intestino, donde comienzan a dividirse intensamente. En la region posterior, muchos
epimastigotes se liberan de la superficie del intestino y se transforman en tripomastigotes

metaciclicos los cuales son expulsados junto con las heces (De Souza, 2010).

Los triatominos infectados, al picar nuevamente a un hospedador vertebrado y
después de una ingesta abundante de sangre, defecan sobre la superficie. Usualmente la
infeccion del vertebrado se lleva a cabo a través de la inoculacion directa de las formas
infectantes en la mucosa ocular o en lesiones de la piel provocadas por la picada del

insecto al momento de alimentarse. (Becerril, 2008; De Souza, 2010).

Los tripomastigotes metaciclicos al ingresar al torrente sanguineo del hospedador
pueden invadir diversas células (macrdfagos, fibroblastos y células epiteliales), a través, de
varios mecanismos, de los cuales se puede mencionar: 1) Endocitosis, donde participan los
filamentos de actina 2) Mecanismos dependiente de Lisosomas, que involucra un aumento
de los niveles de calcio en el citoplasma inducido por el parasito que reclutara lisosomas
al lugar de invasion y 3) Mecanismo independiente de Lisosomas, el parésito entra por la
membrana plasmatica por la acumulacion de PIP3. Ya en el interior celular se produce el
ensamblaje de una vacuola parasitéfora donde se sugiere que el parasito regula cada

componente de la misma (Calvet, 2012; De Souza, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de invasion de T. cruzi. Se muestran los tres mecanismos de invasion
del parésito 1) Endocitocis con participacion de los filamentos de actina, 2) Lisosomas
dependientes, es iniciado por un aumento de “*** intracelular y 3) lisosomas independientes,
el parésito entra por una invaginacion de la membrana plasmatica debido a la acumulacion
de PIP3 (imagen tomada de Souza, 2010).

Maés tarde los tripomastigotes se transforman gradualmente en amastigotes con la
simultanea lisis de la vacuola. Los amastigotes entran en contacto directo con el citoplasma
y comienza su division, a partir de ese punto se transforman en tripomastigotes, causando
la ruptura de la célula por su continuo movimiento con la consecuente salida de los mismos
a la sangre denominandose tripomastigotes sanguicolas (De Souza, 2010; Becerril, 2008)

(Figura 2).

Para que la infeccion se establezca en el hospedador vertebrado, es necesario que
existan las condiciones adecuadas y que el parasito logre superar los mecanismos de
defensa que proporciona el sistema inmunitario del hospedador antes, durante y después de
ingresar el parasito en las células, representando una forma de adaptacion bioldgica para

sobrevivir en el medio inmunolégicamente hostil del hospedador (Palau, 2000).
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Figura 2. Representacion del ciclo de vida del T. cruzi
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/trypanosomiasisAmericanan.htm (consulta27 /11/14)

1.5. RESERVORIO Y VECTORES.

Los vectores invertebrados son los insectos hemat6fagos de la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, aunque se les conoce por diversos nombres dependiendo de las
areas geograficas donde se encuentren. Estos insectos se caracterizan por tener una
probdscide larga y recta para picar y chupar, dos pares de alas y dos antenas insertadas

lateralmente en la cabeza (Brener, 2000).

Si bien se han descrito mas de 100 especies de triatominos, no todas actan como
vectores. Las especies mas importantes capaces de transmitir el parasito al humano son:
Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus, Panstrogylus geniculatus y
Panstrongylus megistus. Se reproducen por huevos, pasando por cinco estadios de ninfas
antes de llegar al adulto, la frecuencia de alimentacion de estos triatominos dependera de la

temperatura, humedad donde se encuentren y especie (Brener, 2000).
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En Venezuela el principal transmisor de la enfermedad es Rhodnius prolixus y es el
responsable del 69% de los casos de transmision. Como transmisores secundarios se tiene
a Triatoma maculata, responsable del 30% de las transmisiones y por ultimo Panstrogylus
geniculatus, donde su presencia en los centros urbanos y adaptacion estdn cambiando la
importancia de este insecto como vector de la infeccidn. Esta clasificacion se fundamentd
en los aspectos relacionados con la epidemiologia de la enfermedad (Pifano, 1960;
Feliciangeli, 2009).

1.6. MECANISMOS DE TRANSMISION.

En él ser humano la adquisicién o transmision del parésito puede ocurrir por

diversas formas:

Via vectorial: Ocurre por medio de las heces de los triatominos al momento de la

picadura.

Transfusion de sangre: Este modo de transmision ha ganado cada vez mas
relevancia en las zonas urbanas, dado que la transfusion de sangre es un medio terapéutico
ampliamente utilizado y ademas, por fallas en el diagndstico de la enfermedad en donantes
clinicamente sanos. El riesgo de adquirir la enfermedad por esta via es alrededor del 10 al
20% y depende de multiples factores (Cerisola, 1972; Rassi, 2010).

Transmision congénita: La mujer embarazada con parasitemia puede transmitir
T.cruzi al feto a través de la placenta, sea directamente a través de lesiones de la placenta o
mediante la formacién de nidos parasitarios en la parte fetal de la placenta, causando asi la

enfermedad congénita (Recacoechea, 1993).

Oral: La ECh puede contraerse por ingesta de alimentos o bebidas contaminadas
con T. cruzi. Actualmente se cree que esta via de transmision es la mas importante y es la
causante de la mayoria de los casos en Brasil. Se ha detectado transmision oral en otros
paises como Venezuela, Colombia, Argentina y Ecuador (Toso, 2011; Alarcon de Noya,
2010; Dias, 2006).
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1.7. FASES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Clinicamente se conocen dos etapas de la enfermedad. La inicial o aguda de corta
duracién seguida por una etapa cronica que se divide en una fase crénica indeterminada o

asintomatica, para luego entrar a una crénica con manifestaciones clinicas evidentes.

El periodo de incubacion de la ECh puede variar de acuerdo con la forma de
transmision, que pueden ser de forma directa por transfusion (30 a 40 dias), oral (3 a 22
dias), congénita y por trasplante de 6rganos ¢ de forma indirecta por el contacto con el
material de las deyecciones del vector que tiene un periodo de incubacién de 3 a 4 dias
(Rastrepo, 1998; OPS, 2009)

Pasado este tiempo, el individuo puede o no desarrollar la sintomatologia
caracteristica de la fase aguda y, posterior a un periodo de latencia, desarrollar la fase

crénica de la enfermedad.

Fase aguda: Suele comenzar entre 4 a 10 dias de la infeccidn, siendo asintomatica
en 90% de la poblacion infectada. Durante esta fase cuando ocurre el contacto directo con
el vector, se puede observar el “sindrome de puerta de entrada” por donde penetran los
tripanosomas, apareciendo un nddulo inflamatorio. Cuando la penetracion es a nivel de la
conjuntiva, se observa el complejo oftalmo-ganglionar, conocido como signo de Romafia,
que es un edema bipalpebral , acompafiado en algunos casos de edema facial (Rastrepo,
1998).

De manera general, la enfermedad cursa con una sintomatologia inespecifica,
pudiendo aparecer fiebre, presentandose en 95% de los casos de forma continua, remitente
e intermitente. Aproximadamente en 10% de los casos se puede presentar miocarditis

aguda y/o meningoencefalitis aguda (Storino, 1994; MPPS, 2007).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad contraida por via oral son distintas a
las observadas por la forma tradicional, puede presentarse fiebre alta y prolongada, cefalea,
decaimiento y en menor grado dolor abdominal, de igual forma puede causar
miocardiopatia aguda y particularmente puede generar alta mortalidad en pacientes de

menor edad (Rassi, 2010; Alarcon de Noya y colaboradores, 2010).
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Fase cronica indeterminada: Se puede encontrar en individuos que pasaron una
fase aguda en forma asintomatica o con pocas manifestaciones clinicas. Estas personas
estan infectadas, sus examenes seroldgicos son positivos pero no existe una cardiopatia

clinica comprobable.

Existe una disminucion progresiva de la parasitemia y un incremento concomitante
de la respuesta inmunitaria. Sin embargo alrededor de 25% a 30 % de los individuos
desarrollan en un lapso de 10 a 20 afios la miocardiopatia cronica. El resto permanece en
esta fase durante toda su vida (Storino, 1994). Representando un ejemplo de adaptacion
entre el hospedador y el parasito en estos casos, lo cual tiene sentido ya que la mayoria de
los individuos permanecen asintomaticos y mueren Yya a una edad avanzada por causas no

relacionadas con la enfermedad.

Las causas reales por las cuales un individuo puede evolucionar o no hacia una
cardiopatia son variadas, Sin embargo a través del analisis comparativo de distintos
pacientes con ECh se ha logrado inferir que existen diversos factores que condicionaran
con una mayor probabilidad a un porcentaje de la poblacién infectada hacia la fase cronica
cardidpata, entre ellas: la predisposicion genética del hospedador, lesiones producidas por

el parasito y sistema inmunitario. (Dutra y colaboradores, 2009).

Fase Crdnica: Esta etapa se caracteriza por alteraciones definitivas e irreversibles a
nivel del sistema nervioso, corazon y/o aparato digestivo. EI compromiso cardiaco puede
ocurrir muchos afios después de haber tenido la infeccion primaria (Acquatella, 2000;
Storino, 1994).

Desde el punto de vista clinico el paciente con miocardiopatia chagasica cronica
puede presentar sintomas aislados. Los sintomas mas comunes son palpitaciones, disnea de
grado variable, dolor, mareos hasta alcanzar un cuadro de descompensacion cardiaca
(Storino, 1994).
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1.8. PATOGENIAY PATOLOGIA

Las alteraciones que se van a producir en los distintos 6rganos afectados por el
parésito en la evolucién natural de la enfermedad dependeran de multiples factores, tales
como: persistencia del parasito, virulencia de las cepas de T. cruzi, respuesta inmunitaria
del hospedador, cantidad de inoculacion y de la existencia de patologias asociadas y

sobreagregadas (Storino, 1994).

Entiéndase como patogenia la secuencia de sucesos celulares y tisulares
desencadenados por la accion de un agente etioldgico hasta la manifestacion de la
enfermedad. No debe confundirse aunque guardan estrecha relacién con la fisiopatologia,
que son aquellas alteraciones producidas en el organismo a consecuencia de la enfermedad
(Mendoza, 2004).

Los estadios evolutivos de la ECh se dividen en dos etapas, una fase inicial o aguda

y una fase cronica.

En la fase inicial una vez que el parasito penetra a las células circundantes al sitio
de la infeccién, y completan uno o varios ciclos de replicacién intracelular, pasan al
torrente sanguineo donde pueden invadir otras células del hospedador (teniendo
preferencia por el musculo cardiaco), produciendo la destruccion de las células, causando
posteriormente una reaccion inflamatoria con infiltrado donde predominan macro6fagos,
linfocitos, neutrdfilos y eosinofilos. A consecuencia de la reaccién inflamatoria se producen
alteraciones de las fibras musculares y, en grado variable dafios en las neuronas de los
ganglios parasimpaticos. En la fase aguda, el parasito induce un estado de inmunosupresion
inespecifica que le permite al mismo invadir las células y diseminarse, prolongando la
permanencia del parasito en los tejidos debido a que su eliminacion no es completa
(Becerril, 2008; Rastrepo, 1998 y Tarleton, 1991).

El estado de inmunosupresion que ocurre en esta fase ha sido comprobado en
modelos experimentales, en los cuales se observan altos niveles de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y y TNF-a) con deficiencia de IL2, que a su vez explica la baja
respuesta proliferativa de los linfocitos T. Se sabe que en este punto se activan células del

sistema inmune como los macréfagos que presentan una actividad microbicida, con la
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induccion de NO con potentes efectos oxidantes y citotoxicos. Altas concentraciones de
NO pueden provocar un dafio a nivel local por el estrés oxidativo, afectando la
proliferacion de células T (Abrahamsohn, 1995; Brener, 2000).

La fase crénica se caracteriza por una disminucion de la parasitemia y lesiones
tipicas en el corazon y tubo digestivo. Durante esta etapa la patologia méas importante es la
miocarditis cuya fisiopatologia es mas compleja y no parece depender solo de la presencia
del parasito (Becerril, 2008). Se han establecido diversas hipotesis explicativas del avance
de este padecimiento tan complicado y que han sido discutidas por multiples investigadores

en las Ultimas décadas, entre ellas se encuentran:

1) Dafio directo del paréasito: Durante la fase aguda de la enfermedad las lesiones
inflamatorias son atribuibles a la accion directa del parasito, el cual se multiplica
rapidamente dentro de las fibras miocardicas, produciendo dafio miocitico acompafiado de
un infiltrado inflamatorio donde predominan células efectoras del sistema inmune,
evolucionando a una intensa fibrosis y conduciendo a la insuficiencia funcional del
corazén. Todo parece indicar que la persistencia del parasito y la respuesta inmunitaria que
este causa desempefia un papel clave en la patogenia de la enfermedad. Numerosas
evidencias respaldan este mecanismo, ya que métodos mas sensibles como la
inmunohistoquimica y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han demostrado una
clara correlacion de los antigenos de T. cruzi o el ADN del parasito con las alteraciones
inflamatorias de las lesiones crénicas  (Neto-Marin, 2009; Brener, 2000; Acquatella,
2000).

2) Teoria autoinmunitaria: Se estima que el dafio cardiaco es consecuencia de una
regulacion defectuosa de la respuesta inmunitaria mas que el resultado de la accion del
agente etioldgico, por ello, se ha estipulado la teoria de una miocarditis autoinmune que
ocurre como consecuencia de una auto-reactividad innata y adaptativa contra antigenos

propios del organismo que se explicara en detalle mas adelante (Brener, 2000).
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3) Teoria neurogeénica: Estudios anatomopatoldgicos han demostrado una
disminucion masiva de células neuronales producido por el parasito de forma irreversible,
que ocasiona una regulacion anormal del sistema auténomo, como consecuencia los
pacientes carecen de la accion inhibitoria tonica que ejerce el sistema parasimpatico sobre
el nodo sinusal y en otras regiones miocardicas. Un desequilibrio a largo plazo daria lugar a
una miocardiopatia inducida por catecolaminas logrando desencadenar arritmias malignas y
muerte stbita (Neto-Marin, 2009).

Alteraciones en el sistema nervioso auténomo, como por ejemplo ganglionitis,
periganglionitis y neuritis se presentan durante la infeccion con T. cruzi en modelos
animales y pacientes infectados. En pacientes con ECh se observé una interrupcion del
sistema de conduccion a células cardiacas, ocurriendo esta condicion en paralelo con el
proceso inflamatorio de la miocarditis en fase aguda, durante la cual ha sido observada
una recuperacion gradual tanto del sistema nervioso como del tejido del corazon (Ribeiro,
2012).

Dias da Silva y colaboradores (2003), demostraron una correlacion positiva entre la
intensidad de miocarditis y los niveles de disfuncién auténoma cardiaca, en hamsters
infectados sugiriendo una relacion entre los procesos inflamatorios y la disfuncion

auténoma vagal cardiaca.

4) Alteraciones microvasculares: La liberacion de linfoquinas en fase aguda atrae
a macrofagos, se estimula la produccion de factor plaguetario que promueve agregacion
plaquetaria intravascular, observandose una vasculitis con hipertrofias microvasculares,

originando isquemia focal (Acquatella, 2000).

Las lesiones cardiacas desde el punto de vista patoldgico producen un aumento del
volumen del corazén pudiendo llegar a cardiomegalias por hipertrofia y/o dilatacion de los
ventriculos. Las lesiones del tubo digestivo, se traducen en los cuadros de megaesdfago y

megacolon (Rastrepo, 1998).
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1.9. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DETERMINANTES DEL DANO
CARDIACO.

La miocardiopatia chagasica es una miocarditis caracterizada por infiltrado
inflamatorio de grado moderado a intenso con predominio de linfocitos y macrdfagos,
ocasionada por la destruccion progresiva de las células cardiacas parasitadas produciendo
una respuesta inflamatoria con fibrosis reparativa que, después de afios, e incluso décadas,

generan anormalidades de la conduccion eléctrica e insuficiencia contractil.
1.9.1 Efectos del T. cruzi en la fisiologia de las células cardiacas

Durante la interaccion del T. cruzi con la célula cardiaca (cardiomiocito), ocurren
cambios en la organizacion del citoesqueleto implicado en los proceso de relajacion y
contraccion del corazén, acompafiado de una destrucciéon de las miofibrillas en las areas
donde se forman nidos de amastigotes. Este trastorno producird irregularidades en las
concentraciones de Ca®* afectando la contractibilidad de la célula. Adicionalmente el
parésito ocasiona dafios en las uniones gap que juegan un papel importante en la
fisiopatologia del tejido cardiaco, ya que afectan la integridad del tejido, generando
perturbaciones en el sistema de conduccion eléctrico, siendo la principal causa de las
arritmias observadas tanto en la fase aguda como en la fase crénica de la enfermedad
(Calvet, 2012).

1.9.2 Mecanismo de Autoinmunidad

Como ocurre en otras infecciones por microorganismos patdgenos intracelulares, la
infeccion por T. cruzi moviliza maltiples mecanismos humorales y celulares de la respuesta
inmune innata y adquirida. En consecuencia, el parésito es continuamente atacado
disminuyendo su numero en los tejidos del hospedador. No obstante, persiste
indefinidamente como la respuesta inmunitaria. Una actividad inmunoldgicamente
prolongada, eventualmente puede conducir a la acumulacién de alteraciones que afectan al
musculo cardiaco. Las evidencias experimentales involucran al sistema inmunitario en la

patologia de la enfermedad, causando controversias en cuanto a su origen (Brener, 2000).
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La autoinmunidad se puede observar en pacientes y modelos animales y puede

deberse a una activacion policlonal linfocitaria 0 mimetismo molecular. Existe una intensa

respuesta inmunoldgica a la presencia del parasito con la consecuente activacion policlonal

de linfocitos T y B. La activacion excesiva podria causar la produccién de anticuerpos auto-

reactivos y ésta seria mantenida indefinidamente por el hospedador debido a la persistencia

de auto-antigenos existentes en los sitos de inflamacion (Brener, 2000).

El mimetismo de antigenos de agentes infecciosos puede inducir una respuesta

cruzada autoinmune a epitopes presentes en proteinas del hospedador. Actualmente se han

identificado diversos epitopes que participan en el fenomeno de mimetismo. Entre los

diversos auto-antigenos descritos podemos nombrar:

1)

2)

Antigeno B13: Fue evidenciada la reactividad cruzada entre la proteina B13 del
parasito y la miosina cardiaca en humanos y modelos experimentales, debido a
la homologia de la secuencia epitope de la proteina B13 (AAAGDK) y del
hexapéptido de la cadena pesada de la miosina cardiaca (AAALDK). Neto-
Cunha, (1995) demostrd la existencia de una alta prevalencia de anticuerpos
contra miosina cardiaca en pacientes con cardiomiopatia cronica chagasica con
respecto a un grupo asintomatico, Luego Vicco, (2013) sefiala la posible
relacion entre la cantidad de anticuerpos contra miosina cardiaca y la progresion

de las afecciones cardiacas.

Antigeno (PO): Proteina ribosomal del parésito (PO) cuya secuencia
(AAAESEEEDDDDDF) es identica de la secuencia del segundo bucle
extracelular de receptor 1 adrenérgico (AESEE). Se ha demostrado la
presencia de anticuerpos contra ambos epitopes en pacientes con ECh (Levin,
2008; Ferrari, 1995); También se ha evidenciado la presencia de auto
anticuerpos dirigidos contra el segundo bucle de los receptores B2 adrenérgico
y M2 muscarinicos en suero de pacientes con ECh y con cardiopatia dilatada

por homologia a la misma proteina (Mijares, 1996) .
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3) Antigeno F1-160: Proteina de superficie de T. cruzi, cuya secuencia
(TPQRKTTEDRPQ) es homologa a una proteina del tejido nervioso
encontrada en células del plexo mientérico, La presencia de auto anticuerpos
dirigidos a esta proteina fue demostrada en pacientes infectados, y estarian
involucrados con patologias digestivas en la fase cronica de la enfermedad,

como serian megacolon y megaesofago (Van Voorhis, 1991).

1.9.3 Auto-anticuerpos anti receptores Pl adrenérgicos implicados en la

cardiomiopatia chagésica.

La homeostasis del sistema cardiovascular es controlada por el sistema nervioso
simpatico (SNS) y parasimpatico (SNP); integrantes del sistema nervioso auténomo.
Multiples sefiales quimicas y fisicas bombardean permanentemente la superficie de las
células. Esas sefiales se unen a receptores situados en la superficie de las células e inician

un flujo de informacion que pasa al interior de la célula (Tacchi, 2008).

Los receptores acoplados a las proteinas G, entre ellos los receptores p adrenérgicos
constituyen la familia de receptores mas abundante y con una mayor variabilidad de
ligandos, entre los que se incluyen péptidos, proteinas, derivados de aminoacidos, lipidos,
nucledtidos e iones. Los receptores p adrenérgicos representan el 80 % de los receptores
cardiacos encontrandose principalmente en el nodo sinoauricular y en el sistema de
conduccién ventricular (Jahns, 2006), estos poseen al igual que todos los receptores
acoplados a las proteinas G una estructura similar en la que se puede distinguir 3 dominios

principales (figura 3):
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1) Dominio extracelular en el que se encuentra la secuencia de union al ligando.

2) Dominio transmembrana, caracterizado por presentar 7 alfa hélices
transmembrana, unidas entre si por tres  bucles intracelulares y tres

extracelulares.

3) Dominio intracelular en el que se destaca una zona de unién para la proteina G y
una serie de secuencias de fosforilacién que participan en el mecanismo de

inhibicion del receptor.
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0000000000000
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Figura 3. Estructura molecular del receptor f1 adrenérgico humano. Se observa cada uno de
los dominios. DE: Dominio extracelular, DTM: Dominio transmembrana, DI: Dominio
Intracelular. (Flechas) indican la zona de reconocimiento de los auto-anticuerpos (imagen
tomada de Jahns, 2006).

Desde el punto de vista funcional los receptores se caracterizan por estar acoplados
a unas proteinas denominadas proteinas G heterotrimericas, que se clasifican en 4 familias
Gs, Gq, Gi, Gy,. Estando el receptor de interés acoplado a la proteina Gs y cuyo principal

efector es la adenilato ciclasa (Sanz, 2011).
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Las proteinas G son GTPasas triméricas que se encuentran unidas a la cara
citoplasmatica de la membrana plasmatica. Estan constituidas por tres subunidades (a, B, ),
donde las subunidades  y y son indisociables, por lo que se comportan como una unidad
funcional. Para que se dé la activacion de estas proteinas el dominio transmembrana es un
elemento clave. La unidn del ligando al receptor, genera cambios conformacionales de este
dominio que va a modificar, a su vez, la conformacion del segundo y tercer bucle
intracelular aumentando su afinidad por la subunidad a de la proteina G. tras unirse al
receptor la subunidad o intercambia GDP por GTP y sufre un cambio conformacional que
promueve su separacion de las subunidades Py. Una vez separadas se vuelven

funcionalmente activas (Gutkind, 1998).

Después de la separacion de las subunidades Py, la subunidad o, activa a otra
proteina de membrana, la adenilato ciclasa (AC) que genera CAMP a partir de la molécula
de ATP, aumentando los niveles intracelulares de dicho mensajero. El incremento de los
niveles de CAMP determinara, a su vez, la activacion de una serina/ treonina quinasa
denominada proteina-quinasa A, la cual presenta dos subunidades una catalitica y otra
reguladora, la uniéon del cAMP a las subunidades reguladoras causa la disociacion del
complejo, liberando unidades cataliticas que seran las responsables de la fosforilacion de
residuos serina y/o treonina de determinadas proteinas, tales como la CREB (proteina que
actia como factor de transcripcion), que al ser fosforilada se une a elementos de respuesta
génicos, estimulando la transcripcién de determinados genes, también ocurre la
fosforilacion de los canales de calcio, lo cual promoverd la entrada de este ion al interior
celular, considerandose un tipo de canal activado por segundos mensajeros 0 mejor
conocido como canales metabotrépicos (Gutkind, 1998; Arce, 2006), Otro sustrato de gran
importancia de la PKA es la fosfolambana, involucrada en la regulacion de la actividad
contractil y de relajacion del miocardio (Sanz, 2011).

Existe la integracion de diferentes vias de sefializacion tras la activacion de la
proteina G. Otra proteina que se activar al disociarse la subunidad a, es una fosfolipasa de
membrana (PLC-B), la cual, producird la hidrélisis de un fosfolipido de membrana, el
fosfatidil inotisol bifosfato (PIP2), generando dos productos: diacilglicerol (DAG) e

inositol trifosfato (IP3). El IP3 es una molécula que difunde por el citosol, uniéndose a
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receptores especificos localizados en el reticulo endoplasmatico rugoso. Estos receptores
son canales de calcio, lo que determina la salida de calcio del reticulo y, por lo tanto, el
aumento de este ion en el citoplasma. Este aumento de la concentracion de calcio va a ser
responsable, de la activacion de diferentes enzimas, entre las que destacan las CaM-quinasa

0 quinasas dependientes de calcio y calmodulinas. (Gutkind, 1998; Arce, 2006).

Cuando ocurre una actividad adrenérgica descontrolada, puede con el tiempo alterar
la funcion cardiaca por diversos mecanismos, dentro de los que se incluyen, sobrecarga de
calcio, aumento de permeabilidad del sarcolema y muerte miocitica, siendo estos efectos
probablemente mediados por los receptores 1 adrenérgico. La estimulacion crénica de

estos receptores puede provocar cambios en el fenotipo de los miocitos (Serra, 2010).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La Seccion de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical-UCV, como centro
de referencia nacional para el estudio de la ECh, realiza el seguimiento médico-
parasitologico de pacientes infectados con Trypanosoma cruzi en distintas fases de
evolucion de la enfermedad. El brote oral de ECh diagnosticado en la Escuela Municipal
Andrés Bello, en el Municipio Chacao de Caracas en el afio 2007, es el mas numeroso
diagnosticado y publicado en la literatura mundial hasta el momento (Alarcén de Noya, y
col., 2010). En este brote de Enfermedad de Chagas por via oral (EChO) fueron expuestas
aproximadamente 1000 personas (principalmente nifios), de las cuales 103 desarrollaron
infeccion y una de ellas murid. Los resultados observados luego de la administracion del
primer tratamiento antiparasitario, no han sido satisfactorios, ya que siete afios mas tarde,
aun es posible encontrar cerca de 70% de pacientes con persistencia de anticuerpos IgG,
presencia de anticuerpos liticos, PCR positivas para marcadores de ADNk y ADN satélite,
en algunos casos parasitos circulantes en sangre periférica y recientemente, alteraciones
cardiacas en algunos de los pacientes infectados. Los factores promotores del desarrollo
de una miocardiopatia chagasica han sido estudiados por muchos afios y pese a la
aplicacion de la mas moderna tecnologia, hasta 1os momentos no se tiene una respuesta
clara de la patologia cardiaca y el por qué estas alteraciones s6lo aparecen en menos de un
tercio de la poblacion infectada. Estudios realizados por Magnusson y col. (1991)
demostraron por primera vez la presencia de anticuerpos anti- B1 adrenérgicos en pacientes
con cardiopatias debidas a diversas causas. Para el caso de ECh, investigaciones realizadas
por Calzada (2009), Gimenez (2002), Chiale (1994) y Sanz (2011), han encontrado niveles
elevados de estos anticuerpos en suero de pacientes en fase crénica indeterminada y

cardidpatas cronicos con otras etiologias de cardiopatias.

Por tal motivo, el presente trabajo de investigacion pretende determinar la
prevalencia de los anticuerpos anti- 1 adrenérgicos en pacientes venezolanos con ECh en
distintas fases de evolucion de la enfermedad (fase aguda, crénicos recientes, fase
indeterminada y cardiopatas chagasicos cronicos). Conjuntamente se evaluara la cinética de
estos anticuerpos mediante un estudio longitudinal de pacientes pertenecientes al Brote de

EChO ocurrido en la Escuela Municipal Andrés Bello, en el Municipio Chacao de Caracas
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en el afo 2007, con el fin de determinar la importancia de los anticuerpos anti-receptores
B1 adrenérgicos en el avance de la patologia cardiaca chagasica, ademas de establecer, si la
deteccion temprana de estos anticuerpos en pacientes que adn no han desarrollado

cardiopatia, podria ser un indicativo de la instalacion de un dafio miocardico.

La investigacion estuvo limitada a la estandarizacion y medicion de la
seroprevalencia de anticuerpos anti-receptores adrenérgicos en grupos de pacientes con
ECh en distintas fases de la infeccion comparandolos con la seroprevalencia de anticuerpos
en cardidpatas con otras etiologias y controles sanos, quienes acudieron a la Seccién de
Inmunologia (S1) del Instituto de Medicina Tropical (IMT) de la Universidad Central de
Venezuela. Este trabajo se enmarca en la linea de investigacion: “Biomarcadores de
evolucion y morbilidad en pacientes agudos y crénicos con enfermedad de Chagas” y
aportara un conocimiento basico para el manejo y decision a tomar en la atencion de los
pacientes con ECh de la SI -IMT.

32



HIPOTESIS DEL TRABAJO

En la ECh, la alteracion cardiaca es la manifestacion mas frecuente, afectando entre
el 20-40% de los individuos luego de afios o décadas de la infeccién inicial. Estas
alteraciones son la causa mas importante de miocardiopatia en América Latina y &reas
endémicas, siendo la principal causa de muerte en pacientes entre 30 y 50 afios de edad. La
presencia de anticuerpos anti-receptores Pl adrenérgicos pueden desencadenar sefiales
intracelulares y alterar la funcion cardiaca durante el curso de la infeccion por

Trypanosoma cruzi.

Luego de siete afios post-infeccion, es de esperar que alrededor del 30% de los
pacientes involucrados en el brote de Enfermedad de Chagas por via oral ocurrido en la
Escuela Andrés Bello del Municipio Chacao, puedan estar presentando el inicio de alguna
alteracion cardiaca, por tal motivo, el estudio de la presencia de anticuerpos anti-receptores
B1 adrenérgicos dentro de esta poblacion de pacientes debe revelar una prevalencia elevada

y significativamente mayor que en individuos sanos o con cardiopatias no chagasicas.
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3. ANTECEDENTES

Durante la evolucion de la ECh desde la fase aguda hasta desarrollarse una
enfermedad cardiaca crénica es evidente que la secuencia de modificaciones
fisiopatologicas que ocurren a nivel del sistema cardiaco durante la infeccion, logran dar
origen a multiples alteraciones que desencadenan diversos trastornos, tales como: arritmias

y problemas de conduccion en un porcentaje de la poblacion infectada (Chiale, 1996).

La presencia de infiltrados de células mononucleares en el corazon de pacientes con

ECh fue materia de controversia alrededor de los afios 1974 y 1990.

Sterin-Borda (1976), descubrid la presencia de anticuerpos en sueros de pacientes
con ECh que afectaban la actividad contractil de auriculas en ratas, demostrando que estos

anticuerpos desencadenan mecanismos que involucran a los receptores § adrenérgicos.

Cossio 'y colaboradores (1977), estudiaron los cambios morfologicos y la
inmunopatologia en biopsias del miocardio de 4 pacientes con ECh, observando la
presencia de inmunoglobulinas en la membrana plasmatica de células del miocardio y en el
endotelio, visualizados a través de métodos inmunoquimicos. Ellos sugieren y especulan
por las evidencias morfoldgicas, que las inmunoglobulinas producen alteraciones
metabolicas en las fibras del musculo cardiaco y que el dafio en estas células podria ser
debido a un mecanismo inmunitario mediado por linfocitos contra un antigeno presente en
dichas células, considerando que la presencia de estos anticuerpos esta involucrada sin

dudas en la patogénesis de la enfermedad.

Méas adelante Bracco, M y colaboradores (1984), realizaron una serie de
experimentos donde evaluaron el efecto estimulante de linfocitos aislados del suero de
pacientes con ECh en contraste con la aplicacion de farmacos bloqueadores. En esta
investigacion ponen en evidencia los mecanismos que ejercen los anticuerpos en la

actividad contractil de la auricula de las ratas.

Frielle y colaboradores (1987), clonaron y secuenciaron el DNAc del receptor 1
adrenérgico de humanos, para mostrar la homologia que presentaban los miembros de este

grupo de receptores en humanos y ratones. Donde analizaron cada una de las estructuras
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que se conservaban, incluyendo los siete dominios transmembrana, los sitios de
glicosilacion cerca de la region amino terminal y secuencias de aminoécidos homélogos

dentro de la region transmembrana.

Magnusson y colaboradores (1991), luego de la exitosa clonacion y secuenciacion
del receptor B1- adrenérgico realizado por Frielle y colaboradores, utilizando un péptido
sintético derivado de la segunda asa extracelular del receptor B1 adrenérgico de humanos y
realizando diferentes experimentos, demostraron que se podian inmunizar animales y que
los anticuerpos purificados presentaban propiedades funcionales similares a los encontrados
en humanos. Al mismo tiempo, enfrentaron sueros de pacientes con cardiomiopatia
dilatada idiopatica al péptido sintético, donde se comprobd la presencia de anticuerpos
especificos al péptido, a través, de pruebas de inmunoensayo enzimatico (ELISA). Ese
mismo afio Goin y colaboradores evaluaron la distribucion de auto-anticuerpos contra los
receptores B1 adrenérgico en el curso de la infeccion, encontrando en la fase aguda de la
infeccion bajos niveles de prevalencia de anticuerpos, alcanzando un punto maximo en un

grupo asintomatico 15 afios después de la infeccion.

Mijares y colaboradores (1996), reportaron en ratones infectados con T. cruzi la
presencia de anticuerpos en dos fases de la ECh (Agudo y Cronico), los cuales reconocian
especificamente  la segunda asa extracelular del receptor Bl adrenérgico y M2

muscarinicos asociados al corazon.

Chiale, P y colaboradores (1999), publicaron la prevalencia de estos anticuerpos en
pacientes con diversas patologias cardiacas, para determinar los efectos funcionales y
bioquimicos, estableciendo un nexo patogénico entre la presencia de los anticuerpos y las
arritmias que ocurren en el contexto de la cardiopatia idiopatica y cardiopatia créonica

chagasica.

Wallukat, G y colaboradores (2000), realizaron una comparacion de los efectos que
promovian los anticuerpos anti-receptores B1 adrenérgico y M2 muscarinicos de pacientes
con cardiomiopatia dilatada idiopéatica y pacientes con ECh, demostrando que ambos
anticuerpos presentaban efectos cronotropicos contrarios; es decir; los receptores 1

adrenérgicos son estimulados y activados por los anticuerpos anti-B1 adrenérgicos y su
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actividad es inhibida por parte de los anticuerpos M2 muscarinicos. También evalu6é la
existencia de una mayor afinidad (alrededor del 80%) de los anticuerpos hacia el receptor

B1 adrenérgico.

Gimenez y colaboradores (2002), estudiaron la asociacion entre la ECh con
cardiopatias 0 no y la presencia de los anticuerpos anti receptores 1 adrenérgicos,
obteniendo como resultado que el grupo con cardiomiopatias que presentaban arritmias
ventriculares mostraban una alta prevalencia de los anticuerpos (80%) y disminuian en
aquellos pacientes en periodo indeterminado de la enfermedad (59%). Sin embargo no
encontraron una correlacion entre el origen de las manifestaciones clinicas y la presencia de

los auto-anticuerpos.

Jahns y colaboradores (2006), realizaron una revision completa de todos los trabajos
realizados en el area hasta el afio 2006, donde no solo expone el papel de los anticuerpos en
el dafio cardiaco sino también discute la relacion que tienen estos anticuerpos con las
diferentes cardiopatias, comprobadas en modelos animales, donde Elies, 1996, Wallukat,
1995, Iwato, 2001 y Jahns, 1999, han observado en sus investigacion que la prevalencia es
significativa en cardiomiopatias isquémicas (10%), en cardiomiopatias chagasica con el
30% o maés dependiendo de la fase de la enfermedad y , mas notable, en cardiomiopatia
dilatada , cuya prevalencia varia entre un 26% a 95% en los pacientes. Recomendando para
un futuro la estandarizacion adecuada de métodos que puedan correlacionar las

manifestaciones clinicas con la presencia de estos anticuerpos.

Vicco y colaboradores (2014), evaluaron 80 pacientes diagnosticados con ECh,
categorizandolos en tres grupos de acuerdo al estado clinico de cada paciente, logrando
saber en que estado de la enfermedad se encontraban. No observaron una diferencia
significativa entre los niveles de anticuerpos en los dos primeros grupos pertenecientes a la
fase indeterminada, mientras que en aquellos pacientes con un dafio cardiaco evidente se

mantenian altos niveles de anticuerpos anti- receptores B1 adrenérgicos.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General:

Establecer la frecuencia de anticuerpos anti-receptores 1 adrenérgicos en las

distintas fases de la Enfermedad de Chagas y compararla con cardiopatias de otro origen.

Objetivos Especificos:

Estandarizacion de la prueba de inmunoensayo enzimatico (ELISA) para la
deteccion de anticuerpos anti-receptores p1 adrenérgico en sueros de pacientes
con (ECh).

Determinar mediante la prueba de inmunoensayo enzimético (ELISA) la
frecuencia de anticuerpos anti-receptores Pl adrenérgicos en pacientes en
diferentes etapas de la ECh, con y sin cardiopatia, y compararlos con pacientes

cardiopatas y controles sanos.
Evaluar la cinética de la frecuencia de anticuerpos anti-receptores [1

adrenérgicos en un grupo de pacientes con ECh en fase aguda inicialmente y

su evolucion en 7 afnos
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5. MATERIALES Y METODOS
Poblacion y muestras

Se trabajara con muestras de sueros de individuos clasificados en seis (6) grupos en

base a las pruebas diagnoésticas y al estado evolutivo de la enfermedad.

1. Grupo en Fase Aguda (FA) (n: 43): Pacientes con serologia positiva (IgM), con

demostracion directa del parasito y/6 PCR positiva.

2. Grupo Cronicos Recientes (CR) (n: 44): Pacientes conocidos del brote de EChO de
Chacao con serologia positiva (IgG), con evidencias de actividad parasitaria
(Anticuerpos Liticos o PCR positiva) con o sin aspectos clinicos anormales en el
electrocardiograma (ECG); pero sin alteracion en el tamafio del corazon (basado en

la radiografia de torax).

Los grupos que se presentan a continuacion se clasificaron en base a los criterios de

clasificacion de Kuschnir, (1985).

3. Grupo en Fase indeterminada (FI) (n: 46): Pacientes adultos procedentes de la
Consulta externa de la S.I - IMT con serologia positiva (IgG) con aspectos clinicos
normales (basado en la radiografia de térax).

4. Grupo de pacientes cronicos cardiopatas con ECh (CCECh) (n: 43): Serologia
positiva (IgG), hallazgos anormales en el (ECG), cardiomegalias, aumento del
ventriculo izquierdo con insuficiencia cardiaca.

5. Grupo Cardidpatas sin ECh (CsEch) (n: 33): Serologia negativa para ECh con
hallazgos anormales en el (ECG), cardiomegalia, aumento del ventriculo izquierdo
con insuficiencia cardiaca.

6. Grupo Control (GC) (n: 23): Sueros de individuos sanos, con serologia negativa

para la ECh y sin antecedentes de algin padecimiento cardiaco.
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Para el estudio longitudinal se trabajé con un total de 532 muestras de suero de 76
pacientes con ECh en fase aguda de un brote de Chacao, a los cuales se le ha realizado un
seguimiento de la enfermedad durante 6 afios (2008-2014).

Se tomaran las muestras del Banco de Sueros de la S.I del IMT obtenidos del
proyecto “Biomarcadores de evolucion en pacientes agudos y cronicos con Enfermedad de

Chagas”
Péptidos.

Los péptidos fueron sintetizados en el laboratorio de Sintesis de péptidos del
Instituto de Medicina Tropical por el método de fase sdlida (F-moc) descrito por
(Merrifield, 1963). Los péptidos corresponden a la secuencia de aminoécidos de la segunda
asa extracelular del receptor B1 adrenérgico humano (Mijares y col., 1996), cuya secuencia
fue confirmada por espectrometria de masas en Acuapeptide sintesis, nucleo de
biotecnologia (NBC) Chile.

El péptido B1 sintetizado contiene los aminoacidos 183 al 208 ( H-W-W-R-A-E-S-
D-E-A-R-R-C-Y-N-D-P-K-C-C-D-F-V-T-N-R).

Estandarizacion

Se determinaron las concentraciones Optimas del antigeno (30pg/ml, 50pg/ml y 70
pg/ml), dilucién 6ptima de los sueros (1/20, 1/50, 1/60) y el titulo 6ptimo del conjugado
(anti-IlgG humano, acoplado a fosfatasa alcalina). Los ensayos se realizaron en placas de
microtitulacion de 96 pozos con sueros previamente caracterizados, de modo que se
escogieron sueros positivos de alta, media y baja reactividad, asi como también sueros

negativos (Figura 4).

Para discriminar los sueros positivos de los negativos se determind el punto de
corte, mediante ensayo de 46 personas no cardiopatas sin antecedentes de contacto con
triatominos. A partir de las lecturas obtenidas, se calculd la media aritmética y la
desviacién estandar, y se definio el punto de corte como la media mas 2 desviaciones

estandar.
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Para la validacion de la técnica se calcularan los siguientes indicadores a través de

una tabla de contingencia segun Ochoa, 2012.

Se utilizaron 37 sueros controles positivos que corresponden a pacientes con algun
padecimiento cardiaco (Arritmias, Cardiomiopatia dilatada, cardiomegalia), donde se ha
reportado la presencia de los anticuerpos contra el receptor B1 adrenérgico y 37 controles
negativos a la ECh que corresponden a menores de 30 afios y sin historial de

padecimientos cardiacos.

Tabla 1. Método de calculo de cada uno de los indicadores de validacién utilizando

tabla de contingencia.

Ensayo evaluado Positivo Negativo Total

Positivo VP FP VP+FP

Negativo FN VN FN+VN
Total VP+FN FP+VN n=VP+FP+FN+VN

VP: Verdadero positivo
VN: Verdadero negativo
FP: Falso positivo

FN: Falso negativo

e Sensibilidad: ——— x 100
(VP+FN)

e Especificidad: ——— x 100
(FP+VN)

e Valor predictivo positivo: 2 %100
(VP+FP)

¢ Valor predictivo negativo: ™ %100
(FN+VN)

e Eficacia;
__WPVM 100
(VP+FP+FN+VN)

indi . (po—pe)
e Indice Kappa: ey
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_ (P+N)
- n

Donde: po = (VPZVN) ) pe

VP+FP VP+FN
- WPHED) VPN o

Concordancia en el caso de positivos P —

Concordancia en el caso de negativos N= (FN + VN) — (VP + FN) — P

Concentracion del péptido

30ug/ml 50ug/ml 70ug/ml
Conjugado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
A
B
1/500 c
D
E
1/1000 F
G
H

Fig. 4 Esquema metodoldgico de la estandarizacion del inmunoensayo enzimatico
ELISA para la seleccion de la concentracién idonea del péptido y titulo éptimo
del conjugado. Los espacios rellenos corresponden a los pocillos donde se
colocaron los sueros previamente seleccionados.

Determinacién de anticuerpos anti-receptores por medio de inmunoensayo
enzimatico (ELISA):

El ELISA se realiz6 segin el método modificado de Tovar (2009). Se utilizaron
placas de poliestireno (maxisort, NUNC®), las cuales fueron sensibilizadas con 50 ul del
péptido sintético del receptor B1 adrenérgico a una concentracion 50 pg/ml y se incubaron
a 4°C por 18 horas. Al dia siguiente se realizd6 un lavado de la placa con PBS pH 7,2-

tween 20 al 0,05% (solucion de lavado).

Se agregaron por duplicado 50 ul de los sueros de cada paciente, diluidos 1/50 en
PBS pH 7,2- tween 20 al 0,05% y leche descremada al 5% (Solucion blogueadora), fueron
incubados a 4°C por 18 horas. Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS pH 7,2- tween
20 al 0,05% (solucion de lavado) y luego se agregaron 50 pl de suero anti-lIgG de humano
conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma A3150-1ml), diluido 1/500 en PBS pH 7,2- tween 20
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al 0,05% y leche descremada al 5% (Solucién bloqueadora), se incubaron a 37°C por 90

minutos y se volvieron a lavar las placas 3 veces con solucion de lavado.

Se agregaron 50 pl del sustrato p-nitrofenilfosfato, diluido en buffer dietanolamina
(DEA), pH 10 (Img/ml) y se incubo a 30°C por 15 min. Para detener la reaccion se
afiadieron 50 pl de NaOH 1M vy se realizé la lectura en un lector de micro placa ELISA a
una densidad optica (DO) 405 nm.

Andlisis Estadistico.

Los resultados cualitativos del objetivo uno luego de haber realizado un estudio de
analisis de normalidad y homogeneidad de varianza, los datos obtenidos fueron
comparados con el estadistico t-Student para datos no paramétricos, considerandose al
valor de P < 0,05 como de significancia estadistica.

Para el estudio longitudinal se realiz6 una correlacion entre la cantidad de los
anticuerpos anti-receptores B1 adrenérgicos y porcentajes de anticuerpos liticos post
tratamiento en 4 grupos seleccionados con un total de 49 pacientes mediante el estadistico
de Karl Pearson, considerandose una correlacion perfecta de las variables igual a 1 o -1.
Los porcentajes de anticuerpos liticos de cada paciente fueron proporcionados por la Sl.

Consideraciones Bioéticas.

El estudio cuenta con la aprobacion y AVAL del Comité Etico Cientifico del Instituto de
Medicina Tropical de la UCV (Anexo). Todos los pacientes que cumplieron con los

criterios de inclusién establecidos cuentan con su respectivo consentimiento informado.
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6. RESULTADOS

6.1 Estandarizacion de la técnica de Inmunoensayo enzimatico ELISA para la
deteccion de anticuerpos 1gG dirigidos contra la segunda asa extracelular de receptor
p1 adrenérgico.

Para la estandarizacion y eleccion de la concentracion idénea del antigeno y
dilucion 6ptima del suero para la realizacion de la prueba a emplear ELISA, se seleccion6
como dilucion dptima del conjugado aquella recta que muestra la maxima sefial de
reaccion para cada una de las concentraciones empleadas donde se observé la mayor
diferencia entre el suero positivo respecto al suero negativo correspondiente a una dilucién
del conjugado 1/500. La concentracion oOptima del péptido corresponde a una

concentracion de 50 pg/ml (Figura 5).

Se realizaron tres diluciones de los sueros controles positivos y negativos, donde la
dilucion optima elegida fue 1/50 correspondiente al punto central de la curva con mayor
pendiente, el coeficiente de determinacion fue calculado dando un valor del R? > 0,98, el
cual, indica que aproximadamente el 98% de variacion total de los valores en Y estan

relacionados con las variables X (Figura 6).

La estandarizacion de la prueba se resume en la tabla 2: concentracion 6ptima del
antigeno para ELISA fue de 50 ug/ml, dilucion del suero 1/50 y del conjugado 1/500. Estas
condiciones, se ensayaron con 46 personas no cardidpatas sin antecedentes de contacto

con triatominos a fin determinar el punto de corte que se fijé en D.O 0,278 nm.
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Fig. 5 Comportamiento de las diferentes concentraciones del antigeno (péptido)
frente a una dilucion 1/50 de los sueros controles y diluciones del conjugado 1/1000 y

1/500.

0,700
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l R*=0,9834

=9— Control positivo
== Control negativo

1/20

1/50

Diluciones del suero

Fig. 6 Evaluacién de las diferentes diluciones de suero (1/20, 1/50 y 1/100), con una

concentracién del péptido de 50 pug/ml y el conjugado diluido 1/500, se muestra la

dilucion 6ptima seleccionada (flechas) y el Rz > 0,98 alcanzado.
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Tabla 2. Concentracion y diluciones 6ptimas del suero y conjugado seleccionadas
para realizar la prueba de ELISA 'y detectar anticuerpos anti-g1 adrenérgicos.

Prueba Antigeno Suero Conjugado Punto de Corte
ELISA 50 pg/ml 1/50 1/500
. . . . 0,278
Tiempos de incubacion 18 horas 18 horas 90 min
Temperatura de incubacion 4°C 4°C 379C

Se muestra en la tabla 3 los valores obtenidos en la estandarizacion para realizar los
calculos correspondientes de los indicadores para la validacion de la prueba ELISA para
la deteccion de anticuerpos Pl adrenérgicos. Treinta y siete (37) sueros de referencia
positivos y negativos cuyas condiciones se mencionan en la metodologia, los cuales
arrojaron una concordancia con indice Kappa de 0,84 con una sensibilidad de 93 % y
especificidad del 81%, junto a un valor predictivo positivo del 78 % y negativo del 95 %.
Estos datos no pueden ser comparados ya gque no existen trabajos de referencia donde se

muestre la estandarizacion de esta prueba con el péptido en cuestion (Tabla 4).

Tabla 3. Valores obtenidos en la estandarizacion del inmunoensayo enzimatico
ELISA.

Receptor B1 adrenérgico

Ensayo evaluado | Positivo  Negativo Total
lgG de T. cruzi P05|t|\{o 29 8 37
Negativo 2 35 37
Total 31 43 74
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Tabla 4. Indicadores de validacion de la prueba de inmunoensayo enzimatico ELISA
para detectar anticuerpos anti-p1 adrenérgico con sueros referencia.

Indicadores de validacion Porcentaje (%)
Sensibilidad 93
Especificidad 81

valor predictivo positivo 78

valor predictivo negativo 95

Eficacia 86

indice Kappa 0,84

6.2 Determinacion de anticuerpos 1 adrenérgicos en distintas fases de la enfermedad

Se evaluo la inmunoreactividad al péptido p1 adrenérgico sintético de los sueros de
todo el grupo de pacientes con ECh y cardidpatas sin ECh. Se comparé de manera general
para tener una observacion global de la prevalencia de los anticuerpos anti 1 adrenérgicos
de estos grupos con el grupo control (Figura 7). El grupo de pacientes con ECh mostrd un
porcentaje de prevalencia de estos anticuerpos del 50% a diferencia del grupo cardidpatas
sin ECh con un porcentaje del 42%. Entre ambos grupos no mostraron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 6).
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Fig.7 Inmunoreactividad de los sueros con el péptido g1 adrenérgico en la prueba de
ELISA. Control: Suero de pacientes sin ECh y sin historial de padecimientos
cardiacos. PCECh: Suero de pacientes con ECh. CsECh: suero de pacientes
cardiopatas sin ECh. La linea indica el punto de corte, por encima de estas se
considera positivos a la prueba.
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Al tomar el grupo de pacientes con ECh y dividirlos segun la evolucion clinica de la
enfermedad, se puede observar que en el grupo de pacientes en fase aguda de la
enfermedad, el porcentaje de prevalencia de estos anticuerpos es del 87%. A medida que
evolucionan los pacientes a la fase cronica ocurre una disminucion en la reactividad del 27
% que al pasar los afios se ve aumentada a un 41% en lo que corresponde a la fase
indeterminada, los pacientes crénicos con ECh y cardiomiopatias mantienen un
porcentaje de reactividad del 47%, cercano al porcentaje de los pacientes cardiopatas sin
ECh (Figura 8).

El porcentaje de prevalencia de anticuerpos anti-receptor f1 adrenérgico en las

distintas fases de la ECh se resume en la tabla 5.
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Fig. 8 Inmunoreactividad de los sueros con el péptido 1 adrenérgico en la prueba de
ELISA y su prevalencia. Control: Suero de pacientes sin ECh y sin algin
padecimiento cardiaco. FA: Suero de pacientes en fase aguda de la Enfermedad. CR:
suero de pacientes cronicos recientes. FI: Suero de pacientes en fase indeterminada de
la Enfermedad. CCECh: Suero de pacientes cronicos cardiopatas con ECh. CsECh:
suero de pacientes cardiopatas.
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Tabla 5. Porcentaje de prevalencia de anticuerpos anti-receptor 1 adrenérgico en las
distintas fases de la enfermedad y en el grupo control.

Anticuerpos B1 adrenérgico

Grupos Numero Positivo/total %
Fase aguda (FA) 37/43 86
Crdnicos recientes (CR) 12/44 27
fase Indeterterminada (Fl) 19/46 41
Crdnicos cardidpatas chagasicos (CCECh) 20/43 47
Cardidpatas sin ECh (CsECh) 14/33 42
Control (GC) 0/23 0%

Andlisis Estadistico.

Al comparar el grupo de pacientes con ECh vy los pacientes cardidpatas sin ECh
(Figura 7) mediante el estadistico t-Student no se observaron diferencias significativas

entre las medias.

Se realiz6 también la comparacion entre grupos para evaluar la existencia de
diferencias significativas entre cada una de las fases de la enfermedad con respecto a la
presencia de anticuerpos dirigidos contra el péptido 1 adrenérgico. Al comparar el grupo
control vs el grupo en fase aguda present6 una diferencia estadisticamente significativa de
igual modo que en fase indeterminada, crénicos cardidpatas con ECh y cardidpatas sin
ECh (Figura 8).

Por ultimo, se compard cada una de las fases con respecto al grupo de crénicos
cardidpatas con ECh, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre la fase
aguda v los crénicos recientes, a diferencia del grupo en FI que no mostro una diferencia
significativa (tabla 6).
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Tabla 6. Prueba estadistica t-Student para datos no paramétricos

Grupos comparados valor de P éSon las medias significativamente diferentes? (P <0.05)
PCECh vs CSECh 0,0917 NO
Control vs FA P<0.0001 Sl
Control vs CR 0,7717 NO
Control vs FlI 0,0006 Sl
Control vs CCECh 0,0013 Sl
Control vs CsECh 0,021 SI
CCECh vs CsSECh 0,948 NO
Fl vs CCECh 0,6416 NO
FA vs CCECh 0,050 SI
CR vs CCECh 0,050 S|

PcECh: Pacientes con ECh

CsECh: Cardiopatas sin ECh

FA: Pacientes en fase aguda

CR: Pacientes cronicos recientes

FI: Pacientes en fase indeterminada
CCECh: Cronicos cardidpatas con ECh

6.3 Estudio longitudinal de la frecuencia de anticuerpos anti- 1 adrenérgicos en
un grupo de pacientes quienes padecieron la fase aguda de ECh y a quienes se
les ha realizado seguimiento clinico y de laboratorio por seis afios
consecutivos.

Durante la evolucién de la ECh en un grupo de pacientes inicialmente en una fase
aguda, se evalu6 la prevalencia de anticuerpos anti-B1 adrenérgico obteniéndose una
prevalencia del 35%, la cual disminuye y se mantiene hasta julio 2010 en un 27%. A
partir del afio 2011 hasta el 2014 se puede notar una prevalencia mayor la cual se mantiene

entre 40 y 42% respectivamente (Figura 9).

Luego, se selecciond un grupo de 36 pacientes del estudio longitudinal quienes
presentaban las muestras de suero correspondientes a los seis afios evaluados y se analizo la
prevalencia de anticuerpos anti-p1 adrenérgico (Figura 10). Se observa que la proporcion
de anticuerpos no depende del nimero de pacientes estudiados en cada afio al
compararlos con los resultados de la figura 9, donde se obtiene un porcentaje del 41% en
el afio correspondiente a la fase aguda (enero 2008), porcentaje que disminuye a un 28%

hasta 2010, con un aumento progresivo en el afio 2011 y 2012 con un 44% y 47%.
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Fig. 9 Cinética de aparicion de anticuerpos anti-receptores g1 adrenérgico durante la
evolucién de la ECh de un grupo de pacientes, inicialmente en fase aguda (enero del
2008) y su evolucion a lo largo de 6 afios. Enero 2008 (n= 54), julio 2008 (n=76), julio
2009 (n=76), julio 2010 (n=78), julio 2011 (n= 64), julio 2012 (n= 65) y enero 2014
(n=53).
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Fig. 10 Frecuencia de aparicion de anticuerpos anti-pl adrenérgico durante la
evolucion de la ECh de 36 pacientes seleccionados del estudio longitudinal quienes
presentaban la muestra de suero en cada afio de estudio.

Como parte del estudio longitudinal se realiz6 la division de los pacientes en grupos
etarios para observar si existian diferencias entre cada grupo con respecto a la prevalencia de

anticuerpos en los distintos afios evaluados.

Al observarse la figura 11, correspondiente a los pacientes menores de 15 afios, los
primeros tres afios post infeccion (enero 2008, julio 2008, 2009 y 2010) se observa una baja
prevalencia de anticuerpos que varia del 16 al 29% respectivamente, opuesto a los afios
2011, 2012 y 2014 en los cuales se evidencia un aumento progresivo en el porcentaje de
anticuerpos hasta el 48%.
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Fig. 11 Prevalencia de anticuerpos anti-p1 adrenérgico durante la evolucion de la
ECh en Pacientes menores de 15 afios del brote oral de Chacao 2007 correspondiente
al grupo del estudio longitudinal. Enero del 2008 (n=19), julio 2008, 2009 y 2010
(n=31), Julio 2011 (n=22), julio 2012 (n=28), enero 2014 (n=27).

Se evaluaron 41 pacientes mayores de 15 afios, cuya prevalencia de anticuerpos es
ligeramente mayor al grupo de pacientes menores de 15 afios (figura 12). La prevalencia
en los tres primeros afios varia entre el 30 al 38% y aumentan en el afio 2011 y 2012 a un
46 y 47% con una leve disminucion en el afio 2014. Cabe recalcar que el patron de
prevalencia de los anticuerpos en los diferentes afios se mantiene en ambos grupos; es

decir; se observa un porcentaje bajo en los primeros afios, que aumenta a partir del 2011.
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Fig. 12 Prevalencia de anticuerpos anti-p1l adrenérgico durante la evolucion de la

ECh en Pacientes mayores de 15 afios del brote oral de Chacao correspondiente al

grupo del estudio longitudinal. Enero del 2008 (n=32), julio 2008, 2009 y 2010 (n=41),

Julio 2011 (n=37), julio 2012 (n=32), enero 2014 (n=22)

Se evaluaron 49 pacientes correspondientes al grupo de estudio longitudinal para realizar
una correlacion de Pearson con respecto a los porcentajes de lisis y la densidad optica
obtenida en la prueba ELISA correspondiente a ese mismo afio (Post-tratamiento), para
evaluar si existe o no relacion entre la persistencia del parasito y la presencia de los

anticuerpos anti- 1 adrenérgicos en cada uno de los grupos evaluados.

Para ello se realizd la clasificacion de los pacientes en 4 grupos de acuerdo a las
densidades Opticas obtenidas en el afio 2008 Pre-tratamiento y 2014 Post-tratamiento (Tabla

7).

En las figuras 13, 14, 15y 16 se puede evidenciar que no existe una relacion
lineal entre la persistencia del parasito demostrado por la actividad litica de los sueros y la
presencia 0 no de los anticuerpos anti- B1 adrenérgicos al analizar cada uno de los ( r )
obtenidos en la correlacion de Pearson que varian de r= 0,021 y -0,687, lo que indican
correlaciones positivas 0 negativas muy bajas en cada uno de los grupos evaluados, por
ello la relacion entre infeccion y presencia de anticuerpos anti- B1 adrenérgicos no es

indicativo de la instalacién de un posible dafio cardiaco.
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Tabla 7. Condiciones por las cuales los pacientes fueron divididos en cuatro
grupos de acuerdo a la presencia 0 no de anticuerpos anti receptor Pl agrenérgico
presentes en los afios 2008 y 2014

Grupo Condicion N° pacientes

Pre-tratamiento (-) Post- tratamiento (+)

1 D.0: 0,179+0,102 0,606+0,370 11
Pre-tratamiento (-) Post- tratamiento (-)

2 D.0: 0,098+0,06 0,166+0,07 21
Pre-tratamiento (+) Post- tratamiento (-)

3 D.0: 0,456+0,159 0,142+0,04 8
Pre-tratamiento (+) Post- tratamiento (+)

4 D.00,632+0,183 0,635+0,218 9

Pre-tratamiento (afio 2008)
Post-tratamiento (afio 2014)
D.O: Densidad Opticas obtenidas mas desviacion estandar
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Fig. 13 Grafico de dispersion del grupo 1 negativos en Pre-tratamiento y
positivos a Post Tratamiento (n=11), en el cual se muestra un coeficiente de
correlacion de Pearson (r= 0,021), lo cual indica una correlacién positiva muy baja

entre ambas variables a relacionar.
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Fig. 14 Grafico de dispersion del grupo 2 Negativos Pre-tratamiento y Post-
tratamiento (n=21), en el cual se muestra una muy baja relacion entre ambas
variables de estudio con un coeficiente de correlacion de Pearson de (r=0,027)
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Fig. 15 Grafico de dispersién del grupo 3 correspondiente a positivos Pre-
tratamiento y negativos Post-tratamiento (n=8), donde se muestra una correlacion
negativa moderada en relacion a ambas variables de estudio con un coeficiente de
correlacion de Pearson de (r=-0,687)
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Fig. 16 Grafico de dispersion del grupo 4 positivos Pre-tratamiento y Post-
tratamiento (n=9), donde se muestra una correlacion negativa moderada en relacion
a ambas variables de estudio con un coeficiente de correlacion de Pearson de (r=

0,376)
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7. DISCUSION

En el ambito clinico existen dudas e incdgnitas sobre los mecanismos que intervienen en
la evolucion de la ECh. Se ha demostrado que los anticuerpos dirigidos contra los receptores
B1 adrenérgicos causan alteraciones en la actividad de los receptores, y a largo plazo pueden
originar el desarrollo de una cardiopatia (Sterin-Borda, 1996). La presencia de los
anticuerpos anti-p1 adrenérgicos han sido previamente descritas en suero de pacientes con
ECh y en animales infectados experimentalmente con T. cruzi (Goin, 1991; Mijares 1996;
Wallukat, 2000; Daliry, 2013), encontrando una prevalencia mayor en pacientes en fases
indeterminadas y crénicas de la enfermedad, situacion que ha llevado a evaluar y sugerir la
utilidad de estos anticuerpos como marcadores tempranos de prondstico, para asi ayudar a
mejorar la prediccién de la presencia o ausencia de miocarditis, tal como ha sido propuesto
para otras cardiopatias (Ventura, 2009).

La prueba de inmunoensayo enzimatico para la deteccién de anticuerpos anti-f1
adrenérgicos es un método relativamente simple que ha permitido establecer la alta
prevalencia de estos anticuerpos en diversas enfermedades cardiacas (Goin, 1991, Chiale,
1996; Gimenez, 2002; Talvani, 2006,Calzada, 2009). Las condiciones 6ptimas y estudios de
sensibilidad y especificidad para la realizacion de esta prueba no han sido definidas con
precision. Sin embargo esto no le resta importancia al ensayo debido a su utilidad practica.

Trabajos como los de Gimenez, (2002); Wallukat, (2000) y Calzada, (2009) han
empleado la prueba ELISA para la deteccion de IgG especificos anti- receptor Bl
adrenérgicos en suero de pacientes con ECh y otras cardiopatias, sin embargo, en ninguno
de ellos se definen con claridad las condiciones de cada componente empleado en la técnica
ELISA con el péptido B1 adrenérgico. En el presente estudio realizamos la estandarizacion
de cada uno de los componentes de la prueba lo cual permitio establecer las condiciones

adecuadas para la deteccion de los anticuerpos anti- B1 adrenérgicos.

Se realiz0 la estandarizacion del ELISA, empleando sueros controles con alta y baja
reactividad obtuviendose como dilucién éptima de los sueros 1/50, una concentracion del
antigeno de 50 pg/ml y del conjugado una dilucién de 1/500, valores que coinciden con la

metodologia empleada por Magnuson, (1990), asi garantizamos todas las condiciones
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Optimas para favorecer la reaccion, tomando en cuenta los resultados de Holthoff, (2012), el
cual reportd que las niveles de anticuerpos anti- 1 adrenérgicos en el suero de pacientes
suelen ser muy bajas y con estas concentraciones de antigeno, suero y conjugado facilitamos

la reaccion.

Chiale, (1994); Talvani, (2006); Magnuson, (1990); Mijares, (1996), reportaron en
la metodologia empleada diferentes diluciones en un rango de 1/20 a 1/160 del suero de
pacientes o animales infectados con el objetivo de evaluar las diferencias entre positivos y

negativos mas no para un proceso de estandarizacion.

Las concentraciones del antigeno empleadas también varian en cada uno de los
estudios donde se emplean concentraciones entre 0,5 pg/ml (Vicco, 2013), 10 pg/ml
(Mijares, 1996; Buvall, 2005 Talvani, 2006) y 50 pg/ml (Magnuson, 1990), lo mismo
sucede con el conjugado que varian no solo en el tipo de conjugado sino en las diluciones
que van desde 1/1000 (Chiale, 1994; Mijares, 1996) a 1/20000 (Holthoff, 2012).

Chiale, (1994) sugiere que la validez de la prueba ELISA para la deteccion de los
anticuerpos anti-pf1 adrenérgico esta sustentada por las similitudes en los resultados
obtenidos en investigaciones realizadas en esta area. Holthoff, (2012), indica que una alta
variacion de los porcentajes de estos anticuerpos evaluados en una misma enfermedad
cardiaca pueden deberse a la falta de una adecuada estandarizacion 6 si bien, puedan variar
dependiendo de las zonas endémicas, sin embargo no se han realizado estudios bien

disefiados en distintas poblaciones endémicas para demostrar esta hipotesis.

La sensibilidad y especificidad del ELISA en las condiciones expuestas obtenidas en
el presente estudio fue de 93% y 81% respectivamente, con un indice Kappa de 0,84, se
sugiere tomar como premisa que los pacientes seleccionados para la realizacién de la prueba
de validacion deben presentar alguna patologia cardiaca en la cual se ha descrito la
prevalencia de estos anticuerpos, de no tomarse en cuenta, los valores de sensibilidad

obtenidos podrian variar con esta técnica.

No han sido descritas pruebas de validacion de la prueba ELISA con el péptido de la
segunda asa extracelular del receptor f1 adrenérgico usado en este trabajo, por lo tanto no

podemos realizar comparaciones de sensibilidad y especificidad con otros estudios. Sin
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embargo Chiale, (1996); Holthoff, (2012) y Bornholz, (2014), indican que se pueden
encontrar falsos positivos en el grupo control afectando la especificidad del ensayo, esto
puede deberse a una eleccion inadecuada de la poblacion donde la edad puede ser un factor
que influye en los resultados, aunque al realizar la purificacion de los anticuerpos anti-p1
adrenérgico de los sueros de los pacientes, disminuye la existencia de estos falsos positivos.
Es recomendable para realizar las pruebas de validacion un aumento en el nimero de sueros
evaluados para sustentar mejor los resultados obtenidos, siendo recomendable el uso de al
menos 50 a 100 individuos de cada control (Ochoa, 2012).

Los resultados de este estudio confirman una prevalencia elevada de anticuerpos
anti-receptores 1 adrenérgico en pacientes con ECh (50%) siendo mayor que en
individuos con cardiopatias de origen no chagasico (42%), aunque estadisticamente no
existen diferencia significativa entre ambos grupos (tabla 6). Estos resultados se asemejan a
los obtenidos por Chiale, (1994) y (1996); Rozen, (1996) en los cuales encuentra entre
46,3% a 53% de reactividad; pero difieren con los obtenidos por Wallukat, (2000), quien

obtuvo 29 % de prevalencia de estos anticuerpos en el grupo de pacientes con ECh.

En el presente trabajo no se discriminé el tipo de cardiopatia de los pacientes sin
ECh, es decir, no se agruparon de acuerdo a si presentaban trastornos de conduccion,
arritmias ventriculares ¢ cardiomiopatia dilata por lo que hace dificil su comparacion con
respecto a otras investigaciones ya que los porcentajes de los anticuerpos varian de acuerdo
a cada patologia como puede observarse en Gimenez, (2002); Meiller, (2003); Chiale,
(1996) y Holthoff, (2012), con porcentajes de reactividad que varian de 13,6 % si presentan
trastornos de conduccion y entre 31% al 52% con arritmias ventriculares y cardiomiopatia
dilatada.

A pesar de las diferencias cuantitativas, el hallazgo de anticuerpos anti-receptores
B1 adrenérgicos en estas patologias sugiere un nexo patogenico donde los anticuerpos

pueden intervenir a traves de sus peculiares propiedades funcionales.

Los anticuerpos anti-receptores 1 adrenérgicos inducen cambios morfoldgicos y
funcionales en la actividad de los receptores. Estos desarrollan efectos estimulantes a través

de la ruta clasica de sefializacion de los receptores Pl adrenérgico, favoreciendo un
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aumento del AMPc de manera proporcional a la concentracion de anticuerpos dirigidos
contra estos receptores (Sterin-Borda, 1986). A medida que aumenta la concentracion de
AMPc, se produce la activacion de la PKA que fosforila los canales de calcio con el
consecuente aumento de la concentracion de este ion a nivel intracelular. El incremento de
las concentraciones de calcio inhiben la activacién de las Na* / K*/ ATPasa (bomba
reguladora de las concentraciones de calcio), generando una disminucion de las
concentraciones intracelulares de K*, alterando la contractibilidad y generacion y
conduccidn de los potenciales de accion (Sterin-Borda, 1996), lo cual se traduce en fallas

de la respuesta cardiaca mecéanica en los pacientes.

Wallukat, (2000) describe que en cultivos de cardiomiocitos de ratas, los anticuerpos
anti-receptores producen la activacion de los receptores por hasta 6 horas a diferencia de
la accién estimuladora de los agonistas clasicos de este receptor como la adrenalina 6
epinefrina cuyo efecto estimulador dura 60 min, esto podria ser importante para el
desarrollo y mantenimiento de las enfermedades cardiacas.

Estas observaciones sugieren que la activacion del receptor provocada por los
anticuerpos anti-receptores no produce la inactivacion del receptor que normalmente

inducen los agonistas, lo que explicaria la persistencia del efecto estimulante.

Al evaluar cada una de las fases de la enfermedad encontramos una alta prevalencia de
estos anticuerpos en la fase aguda (86%), fase indeterminada (41%) y en el grupo de
pacientes cronicos cardiopatas con ECh (47%), estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Mijares, (1996) en animales experimentales y varian a los obtenidos por
Goin, (1991) quien muestra en pacientes infectados una baja reactividad de estos

anticuerpos en la fase aguda y aumenta progresivamente en la fase cronica.

Gimenez, (2002), obtuvo un porcentaje de prevalencia del 59,5% difiriendo de los
obtenidos por Talvani, (2006), con 77,1 % de prevalencia de anticuerpos contra el receptor
en la etapa indeterminada de la enfermedad.

Los pacientes crénicos con cardiomiopatias y ECh mantienen un porcentaje del 47%,
similar al grupo cardidpata sin ECh y semejantes a los porcentajes reportados por Mijares,

(1996) y Chiale, (1994) correspondientes a 47,9% y 50% de prevalencia de anticuerpos en
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esta fase respectivamente; contrastando a los observados por Gimenez, (2002) y Talvani,

(2006), quienes obtuvieron porcentajes que varian del 50% al 80% de prevalencia.

La secuencia de eventos fisiopatologicos que lleva a la generacién y actividad
funcional de los anticuerpos anti-B1 adrenérgicos en humanos no ha sido del todo clara. El
desarrollo de un alto porcentaje de estos anticuerpos en la etapa temprana de la enfermedad,
como los obtenidos en esta investigacion pueden deberse al namero potencial de
componentes antigénicos existentes en la superficie celular o desde el citosol de los
miocitos, protegidos contra el sistema inmune en condiciones fisioldgicas, son accesibles
debido al dafio miocardico producido por el parasito y proceso inflamatorio que conlleva a
la apoptosis y necrosis de las células cardiacas. Posteriormente ocurre la liberacion y

presentacion de los auto-antigenos ante el sistema inmune (Jahns, 2006; Hoebeke, 1995).

Mijares y col, (1996) y Daliry, (2013) demuestran en sus estudios que los anticuerpos
se desarrollan durante la fase aguda de la infeccion suponiendo que esto es resultado del
mecanismo de mimetismo molecular, manteniéndose hasta la fase cronica de la
enfermedad, a diferencia de los estudios realizados por Sterin-Borda, (1999), quien observa
que la distribucion de los anticuerpos contra los receptores 1 adrenérgicos en el curso de la
ECh experimental varia en funcién al tiempo post-infeccion, describiendo una prevalencia
de anticuerpos baja en la fase aguda la cual incrementa durante el curso de infeccion,
resultados similares a los obtenidos por Goin,1991 en el curso de la enfermedad en

humanos .

La discrepancia en los resultados podria deberse a la génesis de la respuesta inmune
desencadenada por diferentes cepas parasitarias que inducen modificaciones en el curso de
la enfermedad (Daliry, 2013). Se desconoce aun si los anticuerpos desarrollan efectos
funcionales en todos los pacientes; pero se puede presumir que aquellos pacientes en fase
indeterminada con altos valores de DO de anticuerpos pueden ser mas propensos a

desarrollar una cardiopatia.

Una fuerte activacion del sistema inmune ocurre durante la fase aguda de la infeccion,

acompariada por una activacion policlonal de linfocitos B y T. Se ha observado en modelos
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animales la distribucidn de isotipos a lo largo del curso de la infeccidn con T.cruzi y estan

caracterizados por 1gG2ay 1gG2b en ratones y 1IgG1 en humanos (Brener, 1997).

Uno de los aportes del presente estudio es la determinacion de los anticuerpos 1
adrenérgicos en las fases recientes de la infeccion por T. cruzi en el cual encontramos el
mayor porcentaje de los grupos estudiados. Magnuson, (1990) supone que el repertorio de
células B varia en cada individuo, y que solo un menor porcentaje de la poblacion podrian
desarrollar anticuerpos anti 1 adrenérgicos que reconocieran epitopes especificos de los

receptores 31 y p2 adrenérgicos.

Gorelik, (1990) para evaluar el papel estos linfocitos en la activacion de los receptores
B1 adrenérgico y M2 muscarinicos realiza la purificacion de linfocitos T y B de animales
luego de 9 semanas post infeccion, demostrando que la interaccion entre los anticuerpos y
la funcionalidad de los receptores dependeran de los tipos y subtipos de linfocitos, donde
los receptores Bl adrenérgico son estimulados por una poblacion de linfocitos B. Estos
resultados difieren de los obtenidos por Bishopric, (1980), quien describe que tanto
linfocitos B como los T ejercen un efecto estimulante de estos receptores produciendo una

acumulacién de AMPc intracelular.

Los resultados obtenidos durante la evolucion de la ECh de un grupo de pacientes
inicialmente en una fase aguda, concuerdan a los obtenidos en el estudio de las distintas
fases de la enfermedad. Hasta donde sabemos, el presente estudio es Gnico en relacion a la
determinacion de los anticuerpos anti- receptores Bl adrenérgico en el mismo grupo de
pacientes desde que padecieron la fase aguda hasta siete afios después. Se evidencia una alta
prevalencia de estos anticuerpos en la fase aguda del 35% al 41%, con una disminucion a
los 2 afios siguientes (2009 y 2010) del 27% al 29%, un aumento a los cuatro afios (2011)
hasta alcanzar la prevalencia de 40% siete afios después de la infeccidon cuando los pacientes

ya se encuentran en fase cronica.

Se han realizado numerosos estudios que explican como es el control inmunoldgico
de la infeccidn causada por T. cruzi durante el desarrollo de la enfermedad de Chagas y su
papel en la patogénesis de la misma (Brener, 2002; Kierszembaum, 1999; Cardoni, 1999).

No se han realizado investigaciones a fondo sobre el desarrollo de los anticuerpos 1
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adrenérgico durante el curso de la enfermedad siendo una gran interrogante. Es posible que
el desarrollo de estos anticuerpos ocurre de la misma forma en que se activa el sistema
inmunoldgico contra antigenos propios del parésito, donde inicialmente ocurre una
activacion de linfocitos policlonales en la fase aguda que dura alrededor de 30 a 90 dias,
seguido con una disminucion de estos en los siguientes dos afios a medida que avanza la
infeccion debido al proceso de maduracion de la afinidad de los anticuerpos, aunque
sugieren que la naturaleza de estos anticuerpos durante todo el curso de la infeccion son
heterofilos, es decir, anticuerpos con muy baja afinidad y que reaccionan a mdultiples
antigenos (Brener, 1997; Brener, 2002; Minoprio, 1988).

Podemos sugerir que el aumento progresivo de los anticuerpos B1 adrenérgicos
luego de los dos afios post-infeccidn en algunos pacientes se deba al desarrollo y progresion
de un dafio cardiaco crénico que puede deberse a un efecto estimulante crénico de los
anticuerpos Pl adrenérgico en la etapa indeterminada en pacientes que no presentan
manifestaciones cardiacas aparentes, acompariado de otros factores que podrian aumentar el
desarrollo de una cardiomiopatia como la presencia de antecedente genético que aumentan
la susceptibilidad del hospedador a la infeccion por T. cruzi y el desarrollo de
cardiomiopatias (Girones, 2003; Viotti, 2002; Daliry, 2014; Buvall, 2005).

Animales inmunizados con el péptido P1 adrenérgico, desarrollan anticuerpos
especificos contra los receptores B1 adrenérgicos a partir de la cuarta semana post
inmunizacion, observandose en la octava semana un agrandamiento en el tamafio del
corazén, con un aumento significativo del ventriculo izquierdo y diametro sistolico,
consistente con el fenotipo de una cardiomiopatia dilata, también se ha demostrado que los
anticuerpos especificos a estos receptores pueden inducir la apoptosis en cardiomiocitos
indicando que los anticuerpos Pl adrenérgicos estarian involucrados directamente en el
desarrollo de diversas patologias cardiacas en animales (Jane y Colaboradores, 2007). De
igual forma se ha reportado que al emplear anticuerpos B1 adrenérgicos purificados de
animales o pacientes infectados con T. cruzi inducen bradicardias Yy bloqueos auriculo-
ventriculares en aislados de corazon de ratas sanas, demostrando que estos anticuerpos no
solo afectan al musculo cardiaco sino también la electrogenesis y conduccion de

potenciales en el mismo (Oliveira, 1997).
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La persistencia del parasito o componentes antigénicos del mismo en fase crénica de
la enfermedad de Chagas ha sido bien documentada al realizar pruebas con alta sensibilidad
como PCR 0 pruebas de inmunohistoquimica (Bellotti, 1996; Jones, 1993; Afez, 1999).
Chiale, (1994) indica que los componentes intracelulares del parasito, tras su destruccion,
son capaces de generar y mantener una respuesta inmunoldgica cruzada, esto explicaria la
presencia de los anticuerpos en esta fase de la enfermedad, aunque esta hipétesis no ha sido
comprobada, sugiere que se podria correlacionar la presencia de los anticuerpos Pl
adrenérgico con la existencia de lesiones miocéardicas detectada por procedimientos no

invasivos.

Al realizar la correlacion de Pearson para evaluar la relacion o no entre la
persistencia del parésito evaluado por la presencia de anticuerpos litico (indicador de
persistencia parasitaria) y la prevalencia de los anticuerpos Bl adrenérgicos, obtuvimos
como resultado que no existe relacion alguna entre ambas variables estudiadas en los 4
grupos de pacientes pertenecientes al estudio longitudinal, donde podemos sugerir que los
mecanismos de auto-reconocimiento inmunitario de tejidos cardiacos, que si bien son
desencadenados inicialmente por la infeccion por T. cruzi, una vez establecidos, la presencia
del parasito ya no podria ser condicion necesaria para el desarrollo y agravamiento de la
enfermedad (Brener, 2000), pudiendo ser dos fendmenos separados en el tiempo, aunque
seria necesario realizar estudios méas detallados donde se realice una correlacion
seleccionando aquellos pacientes sin presencia del parasito en los ultimos afios de estudio
demostrado por la técnica ELISA y anticuerpos liticos y compararlos con la prevalencia de
los anticuerpos Pl adrenérgicos correspondiente a esos afios, de esta manera se lograria
descartar la hipétesis de la necesidad del parasito para mantener la autoinmunidad (Brener,
2000).
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8. CONCLUSIONES
Las condiciones evaluadas para la estandarizacion de la prueba ELISA, como seria la
seleccion de concentracion idénea del péptido y dilucion éptima del suero y del
conjugado resultaron apropiadas para la deteccion de los anticuerpos anti-p1
adrenérgicos.
La prueba ELISA estandarizada y validada en nuestro laboratorio representa una
importante herramienta para detectar y evaluar la prevalencia de anticuerpos anti-f1
adrenérgicos en pacientes con ECh y pacientes con cardiopatias no chagasica con
una alta sensibilidad, reproducibilidad y eficiencia.
La prueba ELISA mostr6 una especificidad del 81%, porcentaje que puede ser
evaluado, tomandose las consideraciones adecuadas en la seleccion de los controles
negativos.
La prevalencia de los anticuerpos anti-p1 adrenérgicos en pacientes con ECh mostrd
un porcentaje del 50%, mayor al obtenido en el grupo de pacientes con cardiopatias
sin ECh.
Al realizar la determinacion de la prevalencia de los anticuerpos anti-p1 adrenérgicos
en las distintas fases de la enfermedad, se obtuvo un alto porcentaje de reactividad
(86%) en la fase aguda, probablemente vinculado al dafio causado en las células del
corazon por la presencia del parésito en esta fase de la enfermedad y
consecuentemente al desarrollo de anticuerpos policlonales debido a procesos de
mimetismo molecular.
En la fase cronica reciente la prevalencia de los anticuerpos disminuyen a 27%,
posiblemente por el desarrollo de la afinidad de los anticuerpos.
Los porcentajes de prevalencia de los anticuerpos anti-p1 adrenérgicos aumentan
progresivamente a medida que evoluciona la enfermedad hasta una cardiopatia
crénica con un porcentaje del 47% sugiriendo el desarrollo de un trastorno
inmunoregulatorio que podria involucrar a los receptores Bl adrenérgicos y cuya
estimulacion sostenida intervendrian en el mecanismo fisiopatoldgico de la
enfermedad cardiaca.
Al evaluar la cinética de prevalencia de los anticuerpos anti-B1 adrenérgicos en
pacientes en una fase aguda inicialmente y su evolucion en 7 afios, observamos el
mismo comportamiento obtenido en las distintas fases de la enfermedad.
No se obtuvo una correlacién lineal entre la persistencia del parésito demostrado
indirectamente al evaluar en los pacientes la presencia de anticuerpos liticos y la alta
prevalencia de anticuerpos anti-p1 adrenérgicos.
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Instituto de Medicina Tropical
Universidad Central de Venezuela
Presente.-

Después de un cordial saludo, nos dirigimos a ustedes en ocasi6n de informales que luego de haber
leido y evaluado las consideraciones bioéticas implicadas en el estudio intitulado “Biomarcadores
de evolucién en pacientes con Enfermedad de Chagas: Prevalencia de anticuerpos anti-
receptores f1 adrenérgicos”, proyecto de Tesis de Grado de la Bachiller Eglys Marquez , como
requisito para recibir el titulo de Licenciada en Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela, hemos acordado otorgar el AVAL al estudio presentado bajo las siguientes
consideraciones, enumeradas y especificadas con fines esencialmente educativos, por tratarse de una
estudiante que estd en periodo de formacién.

En el proyecto se nos informa que este estudio estd enmarcado dentro de la linea de investigacién de
la Seccién de Inmunologia del Instituto de Medicina Tropical titulada: Biomarcadores de evolucién en
pacientes agudos y crénicos con Enfermedad de Chagas, coordinado por la Dra. Belkisyolé Alarcén de
Noya quien ha sometido a consideracién de este comité todas las investigaciones rcferidas a la
enfermedad de Chagas y la revision de los respectivos formatos de. Consentimiento Previa
Informacién a fin de adecuarlos ante la necesidad de incorporar nuevos puntos de interés.

Este estudio imsca ampliar el conocimiento sobre la enfermedad de Chagas, su comportamiento y
evolucién en el ser humano mediante la evaluacién cinética de anticuerpos anti receptores f1
adrenérgicos en distintas fases de la enfermedad, para determinar su importancia en ¢l avance de la
patologia cardiaca, consideramos que sus objetivos son pertinentes porque aportarin elementos que
contribuyan al adecuado abordaje de la enfermedad.

Fue acatada nuestra sugerencia de ampliar el apartado Bioético donde se incorpore  mayor
informacién sobre los aspectos que deben ser considerados en el uso de muestras de sangre de
pacientes o sujetos voluntarios que se encuentran almacenadas en Bancos de Sueros, siguiendo las
pautas bioéticas nacionales e internacionales que regulan este aspecto y que deben estar plasmadas
en el formato de consentimiento Informado.

Por tratarse de una estudiante que estd en periodo de formacion, fue invitada a asistir a una de
nuestras reuniones para conversar sobre todos los aspectos bioéticos a considerar en su proyecto, la

importancia de la Etica de la Investigacién y la necesidad de que el investigador tenga una formacién
L ___ _ __ ___ __ __ ]
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ética, de manera que sus investigaciones sean realizadas apegadas a las normativas bioéticas, y que
este- aspecto quede plasmado en el Apartado Bioético del estudio y se dé cumplimiento del mismo.
También se conversé sobre la importancia del Consentimicnto Informado y los clementos que lo
conforman. Es de hacer notar, el interés observado por parte de la estudiantc respecto al tema.

Como los productos que se esperan obtener de este estudié no tienen en este momentos implicacién
directa para un paciente en particular, sino que busca ecstandarizar la medicién de anticucrpos y
determinar seroprevalencia, este Comité considera que no se establece ningiin compromiso con el
paciente para la entrega de resultados a las personas participantes.

Se evalué la necesidad de utilizar muestras de suero dc los pacientes afectados cn el brote de
Chagas de Chacao, en su mayorfa menores de edad considcrada poblacién vulncrable ya que la
informacién que se espera obtencr de los objetivos planteados en el estudio podria aportar clementos
que optimicen el seguimiento de su enfermedad y favorezcan también a esa poblacién en particular.
(Normas CIOMS y COCEVIN).

Las muestras de sangre a ser utilizadas fucron tomadas tras la aplicacién de un Consentimicnto Informado
que fue evaluado y aprobado por estc Comité y redne las condiciones necesarias para cumplir con la
normativa bioética nacional e internacional que vela por el respeto a la Dignidad y la Autonomia de los
participantes en cuanto a los siguicntes aspectos:

o Contiene una introduccién o preambulo que antecede al formulario de conscntimicnto informado.
Este fue redactado en lenguajc claro y comprensible, evitando la utilizacién de lenguaje técnico, con
el fin de posibilitar la comprensién de la informacién para la toma de una decision razonada y libre de
presiones externas.

o Manifiesta de manera expresa la voluntad de participar dcl pacicnte y un apartado dondc cl voluntario
autoriza o no, que sus muestras de sangre sobrantes scan almacenadas identificadas con un cédigo
bajo congelacién, para su uso sccundario en futuras investigaciones dentro de la misma linca de
trabajo, en este caso sobre la Enfermedad de Chagas y que cualquier uso diferente que se plantee,
el investigador debe consultar al paciente y someterlo a considcracién de un Comité de Bioética.

o Informa sobre el tipo y duraci6n de la participacién en el estudio, expresando la posibilidad del retiro
sin que esto traiga consecuencias sobre sus derechos como paciente.

o Asegura la confidencialidad de la informaci6n suministrada y dc la identidad dcl paciente.

o Enuncia la posibilidad de divulgacién de los resultados obtenidos en eventos y publicaciones
cientificas.

o Informa sobre la gratuidad de las prucbas y la no retribucién econémica de los voluntarios por su
participacién.
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o Contiene los datos del investigador responsable para poder localizarlo en caso de dudas o deseo de
-retirarse del estudio

o ' Concluye con la declaracién dcl voluntario, cédula, firma y huella, asi como la del testigo y del
investigador.

o La elaboraci6n y entrega de una constancia para el voluntario que incluye ¢l nombre del proyecto, la
localizaci6n fisica del sitio donde se realiza la investigacion y los datos del investigador responsable.

Sin otro particular al cual hacer referencia, se despiden de ustedes:

Atentamente,
Los miembros del Comité Etico Cientifico
r\
A \ 3 S
Lic. Sylvia Silva Lic. Ivonne Figueira

(CoorQ.inadpra)

Dr. Alexis Rodriguez A.

Lic. Hi udez Abog. Carolina Quiaro *
% O\ctu®medte, de repoSo”
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