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Cardiomiopatia chagasicacronica
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circulante detectado por la reaccion en cadena de la
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Introduccién: en la enfermedad de Chagas, con los métodos parasitolégicos convencionales
s6lo se detecta un nimero reducido de parésitos en los individuos infectados crénicamente lo
gue ha conducido a la teoria que sugiere que los hallazgos clinicos y anatomopatolégicos
pueden ser primariamente autoinmunes en su origen.

Objetivo: establecer si la deteccion de antigenos de T. cruzi circulantes por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en pacientes con diagndéstico de cardiomiopatia chagasica
crénica (criterios OMS) puede relacionarse con la severidad de la enfermedad.

Métodos: evaluacién clinica y paraclinica (electrocardiograma de rutina, radiografia de térax,
ecocardiograma doppler color, test de Holter de 24 horas y/o estudio electrofisiolégico) asociada
a la realizacion de una prueba de PCR efectuada en sangre y suero. La severidad en la
cardiomiopatia fue definida por la presencia de uno o més de los siguientes hallazgos: disfuncién
ventricular izquierda (£40%), disfuncién del nodo sinusal, bloqueo auriculoventricular completo y
taquicardia ventricular sostenida.

Tipo de estudio: observacional analitico de corte transversal.

Anélisis estadistico: se comparo6 la prevalencia de los hallazgos definidos como severidad de
la cardiomiopatia entre los pacientes con y sin deteccion de antigenos circulantes por PCR. Se
calcularon los riesgos relativos con intervalos de confianza del 95%. El valor de p considerado
como estadisticamente significativo fue de <0.05.

Resultados: se estudiaron 64 pacientes, 29 hombres y 35 mujeres , edad media 55.5 +13 afios.
En 34 de los 64 pacientes (55%) se encontraron antigenos de T. cruzi circulantes por PCR. No se
observo una diferencia estadisticamente significativa con relacién a la edad, el género, ni con la
severidad de la cardiomiopatia entre el grupo de pacientes con antigenos de T. cruzi circulantes
comparado con el grupo en el que este hallazgo no fue encontrado.

Conclusién: Se detect6 una infeccion activa o la presencia de antigenos circulantes de T. cruzi
por la PCR en el 55% de los pacientes con diagndéstico de cardiomiopatia chagasica crénica. No
se encontré6 ninguna relaciéon entre la presencia de antigenos de T. cruzi circulantes y la
severidad de la cardiomiopatia en esta poblacion. Otros mecanismos posiblemente de tipo
autoinmune pueden estar relacionados con la severidad de la cardiomiopatia en estos casos.
(Acta Med Colomb 2001 ; 26: 16-121).

Palabras clave: cardiomiopatia chagdsica crénica, Trypanosoma cruzi, reaccion en cadena de la
polimerasa.

Introduccién

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas,
causada por el parasito hemoflagelado Trypanosoma
(Schyzotrypanum) cruzi, es una de las parasitosis de mayor
importancia en el campo de la salud pablica en América
Latina, especialmente en paises de clima tropical o
subtropical como Colombia, Brasil, Chile, Venezuela y
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Argentina donde las condiciones higiénicas, tipo de vivien-
da, migraciones frecuentes y la urbanizacidon progresiva
favorecen su transmision.

Los estimativos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) indican que existen 16 a 18 millones de personas
infectadas por T. cruzi. La enfermedad es catalogada como
una causa importante de morbimortalidad en América Lati-
na, donde cerca de 70 mil individuos mueren anualmente
por esta causa. En Colombia se estima que hay 1.200.000
personas infectadas por T. Cruzi (1-3).

La enfermedad se divide en tres fases: aguda, indetermi-
nada y cronica. Durante la fase aguda de la infeccion los
parasitos se replican dentro de la células del huésped y se
liberan al torrente circulatorio donde se detectan
microscépicamente como tripomastigotes. Posteriormente
la respuesta inmune contiene la infeccion en la inmensa
mayoria de individuos resultando una significativa reduc-
cién en el nimero de parasitos circulantes (4-7). Sin embar-
go, los individuos permanecen cronicamente infectados
por la evidencia de una baja prevalencia de hemocultivos o
xenodiagndsticos positivos o por la persistencia de reaccio-
nes seroldgicas positivas (8-9).

Se estima que aproximadamente diez a 30% de los
individuos infectados crénicamente desarrollaran la enfer-
medad manifestada usualmente en nuestro medio como
una cardiomiopatia crénica que suele caracterizarse por
una forma variable de presentacion. La manifestacién mas
conocida es la disfuncién ventricular progresiva con o sin
la presencia de aneurismas y/o trombos intracavitarios que
llevan a falla cardiaca progresiva y/o a accidentes embdlicos
ylo a muerte sUbita. Algunos pacientes tienen manifesta-
ciones relacionadas con el sindrome del nodo sinusal enfer-
mo, con disturbios de la conduccién auriculoventricular, o
con una forma exclusivamente arritmica. La presentacion
clinica depende del estadio en el que se diagnostica la
enfermedad. Muchas veces estas manifestaciones se en-
cuentran asociadas en un caso determinado (10-12).

La patogénesis del compromiso miocardico en la enfer-
medad de Chagas ha sido motivo de gran debate principal-
mente por la dificultad de identificar los parasitos en la
sangre o tejidos de 6rganos infectados (13-15). La escasez
de parésitos ha llevado a la teoria que sugiere que una
buena parte o todos los hallazgos anatomopatolégicos re-
sultan de otro tipo de mecanismos como el autoinmune
(16=18). Una explicacién alternativa para los hallazgos
anatomopatoldgicos es que la respuesta inflamatoria esta
de hecho dirigida contra el parasito y que los métodos
utilizados habitualmente para su detecciéon como
xenodiagnéstico y hemocultivo son poco sensibles (14, 19-
21).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido
propuesta como una herramienta alternativa para la detec-
cion del parasito en individuos crénicamente infectados
(22-23). Esta técnica amplifica ciertas secuencias repetitivas
de aminoacidos del ADN del kinetoplasto de T. cruzi utili-
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zando cerca de 330330 fragmentos de pares de bases como
blanco para la amplificacion. Se estima que mediante el
PCR es posible identificar un parasito por cada 20 ml de
sangre. La PCR es considerada como altamente especifica
y moderadamente sensible en el diagndstico de la enferme-
dad de Chagas (24).

Existen algunos trabajos que correlacionan los métodos
parasitoldgicos, moleculares y serologicos en el diagnosti-
co de la enfermedad (25). Asi mismo otras publicaciones
han correlacionado la deteccion de T. cruzi en tejidos infec-
tados con la severidad del proceso inflamatorio (26-27).
Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito si existe una
relacion entre la severidad de la cardiomiopatia chagasica
cronica con la parasitemia detectada por PCR.

Objetivo
Evaluar si la parasitemia por T. cruzi detectada por la
técnica de PCR en pacientes con diagndéstico de
cardiomiopatia chagasica cronica estd relacionada con la
severidad de la enfermedad.

Material y métodos
Disefio: estudio observacional analitico de corte transversal.

Fueron incluidos todos los pacientes evaluados con diag-
nostico de cardiomiopatia chagasica a partir de julio de
1998 de acuerdo con los criterios establecidos por la OMS
como definicidn de caso. Estos son: 1. historia de residen-
cia en una zona endémica para la enfermedad de Chagas, 2.
dos pruebas seroldgicas inequivocamente positivas para T.
cruzi. 3. un sindrome clinico compatible con cardiomiopatia
chagéasica y 4. ausencia de otro tipo de patologia cardiaca
que explique el cuadro clinico. Fueron excluidos los pa-
cientes que no cumplieron con estos criterios.

Los pacientes fueron sometidos a una evaluacién clinica
completa mediante anamnesis y examen fisico, electrocar-
diograma de reposo, radiografia de térax, ecocardiograma
doppler color, test de Holter de 24 horas y/o estudio
electrofisiologico. Adicionalmente se practicaron dos prue-
bas seroldgicas, ensayo inmunoenzimatico (ELISA) e
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y una reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR), esta ultima efectuada en
sangre y suero.

La técnica de PCR se efectu6 extrayendo ADN median-
te el método de fenol-cloroformo a partir de sangre total
conservada en cloruro de guanidina-EDTA y ADN extrai-
do a partir de suero usando el método de proteinasa K,
constituyéndose en el ADN blanco sobre el cual se llevo a
cabo la prueba de PCR utilizando los iniciadores S35 y
S36. La visualizacion de los productos de amplificacion
obtenidos por PCR se realiz6 en geles de agarosa al 2%
coloreadas con bromuro de etidio.

Definicion de la severidad de la cardiomiopatia chagéasica

La cardiomiopatia chagasica crdnica se definié por la
presencia de uno o mas de los siguientes hallazgos: 1.
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presencia de una disfuncion sistélica ventricular izquierda
(fraccidn de eyeccion (<40%), 2. disfuncion del nodo sinusal
(pausa sinusal sintomatica detectada por test de Holter de
24 horas >3 segundos o por la documentacién por estudio
electrofisolégico de un tiempo de recuperacion sinusal
>1500 ms o de un tiempo de recuperacion sinusal corregido
>525 ms), 3. bloqueo AV completo, 4. documentacién de
taquicardia ventricular monomorfica sostenida (>30 segun-
dos de duracion o < 30 segundos y asociada a colapso
hemodinamico).

Analisis estadistico

Se realizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov con el fin
de determinar el supuesto de normalidad de las variables de
naturaleza cuantitativa. Para establecer las diferencias de
las variables que siguieron una distribucién normal segln
las categorias de positividad de la PCR se utilizé la prueba
t de Student para diferencia de promedios en muestras
independientes. Del mismo modo, se efectu6 la prueba no
paramédica U de Mann Whitney para diferencia de media-
nas de muestras independientes de las variables que no
siguieron una distribucion normal. Se utiliz6 el estadistico
Ji cuadrado y la prueba exacta de Fisher segun el caso, para
determinar las diferencias de las variables de nivel de me-
dicién nominal en las categorias de PCR.

Se calcularon los riesgos relativos para estimar la aso-
ciacion existente entre las variables agrupadas como se-
veridad de la cardiomiopatia y el resultado de la PCR, y
sus respectivos intervalos de confianza del 95%. Se consi-
der6 un nivel de significacion estadistica de 0.05. Para el
calculo se utiliz6 el software SPSS versién 9.0.

Tabla 1. Criterios diagn6sticos para cardiomiopatia chagasica.

Sitio del estudio
Fundacién Clinica Shaio y Universidad de los Andes.

Resultados

Un total de 64 pacientes, 29 hombres y 35 mujeres, con
edad media de 55+13 afios se incluyeron al cumplir los
criterios establecidos por la OMS de definicién de caso y
clasificarse como en estadios Il o I11 de la clasificacion de
la cardiomiopatia chagéasica (Tabla 1). En todos los pa-
cientes las pruebas seroldgicas por ELISA e IFI fueron
inequivocamente positivas.

En 34 de los 64 pacientes (55%) se encontraron antigenos
circulantes de T. cruzi por PCR

En la Tabla 2 presentamos la prevalencia de los hallaz-
gos definidos como severidad de la cardiomiopatia, entre
los grupos de pacientes con y sin antigenos de T, cruzi
circulantes.

Como se observa en la Tabla 2, no se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
edad y el género.

La fraccion de eyeccidn media del ventriculo izquier-
do en ambos grupos fue similar. La presencia de
disfuncién ventricular izquierda, de disfuncién del nodo
sinusal, de bloqueo auriculo ventricular completo y de
taquicardia ventricular sostenida se observo con una fre-
cuencia similar en ambos grupos sin que existiera una
diferencia estadisticamente significativa (p:ns). Tampo-
co existi6 un riesgo relativo estadisticamente significati-
vo en cuanto a la presencia o no de antigenos de T. cruzi
circulantes con relacién de la severidad de la cardio-
miopatia.

ESTADO Sintomas ECG Tamafio del Fracci6n de eyeccién Movimiento Funcién
corazén del ventriculo anormal VI autonémica
izquierdo VI
ESTADOI
A NO Normal Normal Normal . Normal
B NO Normal Normal Leve Puede ser
(disfuncién anormal
diastélica)
ESTADO I
Minimos ‘ Anormalidades de Normal Segmentaria, Puede ser
la conduccién o aquinesia o anormal
CVP aneurismas
ESTADO III
Falla cardiaca, Anormalidades Aumentado de Reducido Disfuncién global Usualmente
arritmias, etc. conduccién AV, segmentaria anormal
arritmias
complejas u ondas
Q patolégicas
Fuente: OMS
CVP: Complejos ventriculares prematuros
AV: Auriculo ventricular (27-28)
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Tabla 2. Relacién entre los antigenos circulantes y la cardiomiopatia.

PCR (+) No.34 | PCR (-) No. 30 Valor de p
Edad 58+14.5 53.4+13.1 0,19
Hombres 18 (52.9%) 11(36.6%) 0,11
Mujeres 16 (47.0%) 19(63.3%) 08
FE Media 45+15.9 53.3+15.6 044
FEVI [40% 12(35.2%) 16 (53.3%) 0,22
DNS | 8(23.5%) 8(26.6%) 0,77
Bloqueo AV (3) 8(23.5%) 9(30%) 0,76
TVS 6(17.6%) 4(13.3%) 04
RR IC (95%)
FEVI [40% 0,66 0,38 1,16
DNS 0,88 0,38 2,06
Bloqueo AV (3) 0,78 0,35 1,77
TVS 13 041 425

FE: Fraccién de eyecci6én, VI: Ventriculo izquierdo. DNS: Disfuncién nodo
sinusal, AV: Auriculo ventricular, TVS: Taquicardia ventricular sostenida.

Discusion

Durante la evolucidn crénica de la infeccidn en la enfer-
medad de Chagas los niveles bajos de parasitos circulantes
dificultan su deteccion por las técnicas corrientes como
hemocultivo y xenodiagnoéstico (19). En razén que las prue-
bas seroldgicas aportan una buena sensibilidad pero care-
cen de especificidad (30), los ensayos moleculares basados
en la PCR se han propuesto como una herramienta
diagnostica para la deteccion del parésito en esta fase de la
enfermedad (25, 31).

La PCR ha demostrado un grado variable de eficiencia,
con una sensibilidad que oscila entre el 50 y el 90% y
especificidad cercana al 100% (24).

En nuestro estudio una infeccidn activa por T. cruzi se
detecto por la técnica de PCR en més de la mitad de casos
(55%) a pesar de que los pacientes se encontraban en la fase
cronica de la enfermedad.

Aunque Texeira considera factible que el kinetoplasto
de T. cruzi se integra al genoma de los tejidos, (32) comuni-
caciones de otros autores demuestran que el ADN de los
hemoparasitos no persiste por tiempo prolongado aislado
del organismo del cual proviene (24, 33).

Por esta razon, de acuerdo con estos estudios se confir-
ma que la deteccion de ADN de T. cruzi en muestras
provenientes de estos pacientes indica la presencia de una
infeccidn activa (24, 25, 34).

El andlisis comparativo entre el grupo de pacientes con
antigenos de T. cruzi circulantes con el grupo en el que este
hallazgo no se observo, no demostro que la deteccién de T.
cruzi se constituyera en un factor determinante en la severi-
dad de la cardiomiopatia. La falta de correlacion sugiere que
puede estar involucrado un mecanismo diferente.

Algunas observaciones con inmunohistoquimica o PCR
en tejidos infectados experimentalmente o en individuos
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positivos seroldgicamente que fueron sometidos a biopsias
endomiocéardicas, han demostrado una asociacion entre la
presencia de T. cruzi y una moderada a severa miocarditis,
hallazgos que sugieren una posible participacion directa
del parasito en la génesis de la cardiomiopatia (13-15, 19,
26). Esta discrepancia en relacion con lo observado en
nuestro trabajo se puede explicar porque la técnica de PCR
fue solo utilizada en sangre o suero, mientras que las obser-
vaciones descritas se han efectuado en tejidos. Es posible
que en algunos de nuestros pacientes con PCR negativa en
sangre y suero, la aplicacion de esta técnica en miocardio
hubiera detectado antigenos de T. cruzi. Un estudio poste-
rior que evalle prospectivamente estas consideraciones per-
mitiré aclarar estas diferencias.

Los resultados de este trabajo sugieren que mecanismos
diferentes a la persistencia del parasito se pueden relacio-
nar con la severidad de la cardiomiopatia chagasica. Entre
éstos conviene mencionar el mecanismo autoinmune en el
que se ha demostrado que el parasito y el huésped exhiben
un nimero de determinantes antigénicos similares, y que
posiblemente las manifestaciones tisulares inflamatorias y
el cuadro clinico corresponden a una reaccién cruzada
entre los antigenos parasitarios y el huésped (34-50). Por
ejemplo en este sentido Levine y col han descrito la presen-
cia de un tipo especial de anticuerpos en el suero de pacien-
tes chagasicos que reconocen un péptido terminal corres-
pondiente a una proteina especifica de los ribosomas del T.
cruzi. Este péptido es homdlogo a la region terminal de otro
péptido presente en las proteinas de los ribosomas humanos
que forman parte del receptor Beta 1 adrenérgico. Como
consecuencia de esta similitud se producen posiblemente
reacciones cruzadas. Estos anticuerpos ejercen un efecto de
estimulacion adrenérgica que podria estar implicado en la
induccién del dafio miocardico y funcional observado en
los pacientes con cardiomiopatia chagéasica (51).

Otros mecanismos como las anormalidades micro-
vasculares (52,53), la disfuncidn autonémicay las alteracio-
nes de la matriz extracelular podrian estar también implica-
das en la severidad de la cardiomiopatia chagésica (54-56).

Limitaciones del estudio: debido al tamafio reducido
de la muestra, no se puede excluir un error tipo Il. No es
posible descartar que al incluir un nimero mayor de indivi-
duos se hubiera encontrado una diferencia estadisticamente
significativa en relacion con el hallazgo de antigenos de T.
cruzi circulantes con la severidad de la cardiomiopatia. El
numero menor de pacientes incluidos en este estudio fue
determinado por las limitaciones de costos para la evalua-
cion de cada caso.

Un estudio posterior con un mayor nimero de pacientes
permitird aclarar este interrogante.

Conclusion
En 55% de los pacientes estudiados con diagndstico de
cardiomiopatia chagasica cronica se encontr6 una infec-
cion activa por T. cruzi detectada por la PCR. No se obser-
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vé ninguna relacion entre la deteccion de T. cruzi y la
severidad de la cardiomiopatia en esta poblacion. Mecanis-
mos diferentes de tipo autoinmune u otros podrian estar
implicados en la severidad de la cardiomiopatia en estos
casos.

Summary

Introduction: in Chagas" disease conventional methods
have revealed paucity of parasites in chronically infected
individuals, leading to the theory that pathological and
clinical findings may be primarily autoinmune in origin.

Objective: to establish if the circulating antigen of T.
cruzi detected by polimerase chain reaction (PCR) in patients
with chronic chagasic cardiomyopathy (OMS criteria) could
be related with the severity of the disease.

Methods: clinical and paraclinical evaluation (basal
ECG, chest x-ray, 24 hour Holter monitoring, 2-D Echo
color or electrophysiological study) and PCR test in blood
and serum were performed. Severity of the cardiomyopathy
was defined as the presence of one or more of the following
criteria: left ventricular systolic dysfunction (< 40%), sick
sinus syndrome, complete AV block and sustained
ventricular tachycardia.

Study desing: cross sectional study.

Statistical analysis: we compared the prevalence of
each coutcome between patients with and without T. Cruzi
antigens and calculated the relative risk using 95%
confidence intervals. A significant p value was considered
<0.05.

Results: of 64 patients (males 29, females 35, age 55.5
+ 13 years), 34 (55%) had circulant antigens of T. cruzi
detected by PCR. No significant differences were found
with respect to age, gender, and the severity of chagasic
cardiomyopathy between patients with circulating antigens
of T. cruzi and those with negative PCR.

Conclusion: active infection or circulating antigens of
T. cruzi detected by polimerase chain reaction was observed
in 55% of patients with diagnosis of chronic chagasic
cardiomyopathy.

No relationship was found between the presence of
circulating antigens of T. cruzi and the clinical severity of
the cardiomyopathy in this study. Other mechanisms as
autoinmmunity may be related to the severity of the
cardiomyopathy in this cases.

Key words: chagasic cardiomyopathy, typanosoma
cruzi, polimerase chain reaction.
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