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Resumen

Introduccidn: el hecho de que sélo una parte de la poblacién de zonas endémicas adquiera la enfermedad
de Chagas y que sélo algunos de los pacientes crénicos desarrollen sintomas, lleva a investigar los factores
propios de cada huésped que influyen en el desarrollo de la enfermedad. Los procesos patoldgicos crénicos
y la inflamacién progresiva conducen a alteraciones en el estado antioxidante celular. Este desbalance
contribuiria a la destruccion del pardsito y estaria relacionado con el dafio cardiaco observado en pacientes
con miocardiopatia chagasica. Objetivo: determinar la actividad plasmatica de los biomarcadores de
estrés oxidativo e inflamacion: las enzimas superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, las
sustancias reactivas de acido tiobarbitdrico y el factor de necrosis tumoral alfa, en pacientes chagasicos
- con y sin miocardiopatia - y en individuos sanos. Materiales y métodos: las actividades enzimaticas se
determinaron en lisados eritrocitarios, utilizando métodos espectrofotométricos. La cuantificacién de las
sustancias reactivas de acido tiobarbiturico y del factor de necrosis tumoral alfa se realizaron en muestras
de suero por espectrofotometria y por enzimoinmunoanalisis. En el andlisis estadistico se aplicé ANOVA
unifactorial y se consideré significativo un p valor <0,05. Resultados: analizando los valores obtenidos,
se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y ambos grupos de pacientes chagasicos,
aunque, comparando estas dos poblaciones con los resultados obtenidos, no presentaron diferencias
notorias. Conclusiones: comparando los resultados no se puede descartar por completo un posible papel
de la actividad antioxidante en el desarrollo de las formas cardiacas versus las indeterminadas de la
enfermedad. Esto es importante, ya que se ha demostrado que los pacientes infectados tienen un marcado
potencial antioxidante que los hace capaces de responder al estrés inducido por el parasito, aunque esta
comprobacién no serfa determinante en la evolucién de la enfermedad.
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Introduction. The fact that only a part of the population of endemic areas acquires Chagas disease and
that only some of the chronic patients develop symptoms led us to investigate the factors that influence
the development of the disease. Chronic pathological processes and progressive inflammation lead to
alterations in the cellular antioxidant state. This imbalance would contribute to the destruction of the
parasite and would be related to the cardiac damage observed in patients with chagasic cardiomyopathy.
Objective. To determine the plasma activity of biomarkers of oxidative stress and inflammation: superoxide
dismutase, catalase, glutathione peroxidase, reactive substances of thiobarbituric acid and tumor necrosis
factor o in chagasic patients with and without cardiomyopathy and healthy individuals. Materials and
methods. Enzymatic activities were determined in erythrocyte lysates using spectrophotometric methods.
Reactive substances of thiobarbituric acid and tumor necrosis factor o were quantified in serum samples by
spectrophotometric method and enzyme immunoassay respectively. In the statistical analysis, unifactorial
ANOVA was applied and a p-value <0.05 was considered significant. Results. The values obtained showed
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significantdifferences between controls and both groups of chagasic patients, although comparison of these
two populations showed no notable differences. Conclusions. We cannot completely rule out a possible role
of antioxidant activity in the development of cardiac versus indeterminate forms of Chagas disease. This
is important because it has been shown that infected patients have a marked antioxidant potential that
allows them to respond to the stress induced by the parasite although this would not be determinant in the

evolution of the disease.

Key words: oxidative stress, Chagas disease, cardiomyopathy, inflammation, SOD, CAT, GPx, TNF-a..

Introduccién

Son escasos los conocimientos sobre los mecanismos sub-
yacentes que hacen que un paciente chagasico evolucione
hacia un cuadro severo irreversible o permanezca en fase in-
determinada durante toda su vida. La existencia de individuos
infectados con Chagas sin dafio cardiaco evidente, habitantes
de zonas endémicas, muestra que una parte de los infectados
es capaz de contrarrestar la infeccién por Trypanosoma cruzi
(Tc.)L. Los procesos patoldgicos cronicos y la inflamacion pro-
gresiva conducen a alteraciones en el estado antioxidante celu-
lar. Se ha sugerido que los factores genéticos del huésped, los
factores ambientales y la variabilidad del Tc son los principales
determinantes de la prevalencia de la enfermedad de Chagas
y de las manifestaciones clinicas en los seres humanos. Aun-
que estos factores son probablemente responsables de la he-
terogeneidad de la enfermedad de Chagas, hay una creciente
evidencia de que la susceptibilidad diferencial en areas endé-
micas puede ser atribuible a factores genéticos del huésped?. El
hecho de que sélo una parte de la poblacién que vive en zonas
endémicas se infecte y que sdlo un tercio de las personas con
infeccidn cronica desarrolle sintomas, apoya la importancia de
la investigacion de los factores propios de cada huésped en la
susceptibilidad y el desarrollo de la enfermedad de Chagas cré-
nica’.

El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se en-
cuentra alterada la homeostasis 6xido-reduccion intracelular,
es decir, el balance entre prooxidantes y antioxidantes. Este
desbalance se produce a causa de una excesiva produccién de
especies reactivas del oxigeno (R0S.] y por deficiencia en los
mecanismos antioxidantes, que conducen a dafio celular®. Las
ROS comprenden principalmente el anién superdxido (0, el
peréxido de hidrégeno (H,0; ], el radical hidroxilo (HO*.] y el
oxigeno molecular {0, ), mientras que las especies reactivas
del nitrégeno (RNS.) incluyen el 6xido nitrico (NO.) asi como ell
anién peroxinitrito (ONOO')°. Los procesos de inflamacién cré-
nica inducen estrés oxidativo y nitrosativo, y lipoperoxidacién
(LPO.), lo que genera exceso de ROS, RNS y aldehidos reactivos.
Debe sefalarse que es dificultoso determinarin vivo los niveles
de radicales libres debido a su corta vida media, su gran reac-
tividad y su baja concentracién. Por ello, estas especies reac-
tivas son evaluadas indirectamente a través de la medida de
compuestos de menor reactividad y de mayor vida media. Asi,
generalmente se miden nitritos (NO>) para evaluaralas RNS y
027y H0; paraevaluarlas ROS. La medicién de LPO es un buen
marcador para determinar el dafio oxidativo de la célula, para
lo cual también se usan mediciones indirectas tales como la

formacién de un complejo coloreado de TBA-malondiahaldehido
(TBARS.). Este incremento de la produccion de especies reac-
tivas altamente oxidantes y LPO ocurre in vivo en la infeccién
con Tc, como lo refleja el aumento de los niveles plasmaticos de
NO, y de malondialdehido®. La generacién de ROS puede indu-
cir dafio tisular, andlogamente a lo que se observa en otras pa-
tologias. Los radicales inestables atacan componentes celula-
res causando dafio sobre los lipidos, proteinas y ADN, los cuales
pueden iniciar una cadena de eventos que dan como resultado
lesién celular.

En el individuo infectado, el control del nimero de parasi-
tos depende principalmente de la activacién de la sintetasa
de 6xido nitrico de macrdfagos inducible (iNOS.] y del conse-
cuente incremento de la produccién de NO’. La gran activacién
de macréfagos y la respuesta inflamatoria que contribuye a la
destruccion del parasito puede estar relacionada con el dafo
en miocardio, y otros tejidos, observado en la fase aguda de la
enfermedad?®. La liberacién de NO no parece contribuir a la for-
macién de infiltrados inflamatorios, hecho que también ocurre
cuando se inhibe su produccién®.

Si bien todos los organismos vivos soportan numerosos
factores enddégenos y exdgenos de estrés oxidativo, al mismo
tiempo, poseen numerosos sistemas de defensas antioxidan-
tes regulables?®. En la célula existen diferentes sistemas que
contrarrestan la generacién de ROS, ya sean los constituidos
por moléculas capaces de eliminar directamente los ROS, ya,
los basados en sistemas enzimaticos que actdan en cascada
para eliminar rapidamente el 0, y sus metabolitos. Los siste-
mas antioxidantes pueden clasificarse en dos tipos: los siste-
mas de defensas primarios o enzimaticos, y los secundarios o
no enzimaticos. Entre los sistemas antioxidantes primarios se
encuentran aquellos capaces de interceptar los ROS, evitando
la produccidn de nuevos radicales libres y el dafo consiguiente
aestructuras celulares!!. En este grupo se encuentran:

* La enzima superdxido dismutasa (SOD.) que transforma el
0, en H,0,. Existen diversas formas de la superdxido dismu-
tasa, Mn-SOD mitocondrial (S0D2.), la Cu/Zn-SOD citoplas-
matica (SOD1.) y la SOD extracelular (SOD3.). Todas estas
enzimas catalizan la reaccién de conversién del 0y a 0, y
H>05. Su funcién es interceptar el 0, exégeno, evitando la
posible reaccién del NO con el 0,7 la SOD aumenta la vida
del NO y disminuye la generacién del ONOO", uno de los oxi-
dantes mas potenteslz. La SOD, si bien secuestra aniones
superoxido, genera H,0p, otra molécula nociva parala célula.

* Laenzima glutation peroxidasa (GPx.) que convierte el H>05
y los perdxidos lipidicos en moléculas inofensivas, antes de
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que puedan formar radicales libres. La GPx es una enzima

selenio-dependiente que cataliza la reduccién de estos pe-

roxidos téxicos utilizando como agente reductor el glutation
reducido. La funcién bioquimica de la GPx es reducir los hi-

droperéxidos lipidicos a sus correspondientes alcoholes y

reducir el peréxido de hidrégeno libre al agua. Varias isoen-

zimas estan codificadas por diferentes genes, que varian
en la localizacién celular y especificidad del sustrato. La
glutation peroxidasa 1 (GPx1.) es la versidn mas abundante

y se encuentra en el citoplasma de casi todos los tejidos de

mamiferos, cuyo sustrato es el H,0,. La glutatidn peroxida-

sa 4 [GPx4.) tiene una alta preferencia por hidroperdxidos
lipidicos y se expresa en casi todas las células de mamiferos
aunque a niveles mucho mas bajos. La glutatién peroxidasa

2 (GPx2.) es una enzima intestinal y extracelular, mientras

que la glutation peroxidasa 3 (GPx3.] es extracelular, espe-

cialmente abundante en el plasma.
 Laenzima catalasa (CAT.) es ubicua yse encuentra entodos
los organismos. La CAT es mds abundante en higado, rifién

y eritrocitos. En el hepatocito, se encuentra principalmente

en los peroxisomas, mientras que en los eritrocitos maduros

es citoplasmatica. Esta enzima posee una alta tasa de acti-
vidad y su funcién es la rapida descomposicién de H,0; en

Uzg H20.

Existen sistemas antioxidantes secundarios, de los cua-
les se pueden mencionar ejemplos como la vitamina E, vi-
tamina C, beta-carotenos, acido Urico, bilirrubina y albdmi-
nald 14

En relacién a la miocardiopatia chagasica (MCC.), se ha
demostrado que pacientes que cursan la forma crénicadela
enfermedad, presentan gran inflamacién del miocardio. Es-
tudios en modelos murinos de la enfermedad de Chagas cré-
nica indican que las reacciones inflamatorias en el corazén
se relacionan con una mayor produccién de citoquinas pro-
inflamatorias que pueden, a su vez, inducir una produccién
mayor de ROS/RNS'®. La patogenia de la MCC no se conoce
por completo. Aunque se identificaron varios antigenos y
anticuerpos que tienen reaccién cruzada con el Tc, no se co-

noce la importancia de la autoinmunidad en la patogenia®®.

La evidencia cientifica reciente mostré que el dafio tisular
es la accion principal del Tc y la respuesta inflamatoria que
provoca’” 18,

El consenso creciente es que el equilibrio entre la per-
sistencia de la infeccidn y la respuesta inmunitaria del
huésped es esencial para la existencia y la progresién de la
miocardiopatia. Durante la fase crénica, la inflamacién es el
determinante principal de la progresién'® 20, La inflamacién
predomina en la forma cardiaca, con produccién de citoci-
nas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y todos
los mecanismos citotéxicos en los que participan las células
T CD8+ que producen dafio tisular y, finalmente, miocardio-
patia grave. En la forma crénica indeterminada, predomina
la respuesta inmunoldgica regulatoria, caracterizada por la
produccién de interleucina 10 y 17. EI TNF-a es una citoci-
na proinflamatoria y un potente inmunomodulador que se
utiliza como marcador de inflamacién?!. Es una hormona
polipeptidica producida por monocitos y macréfagos activa-
dos que contribuye a la patogénesis de la enfermedad de
Chagas, ya que actia como tripanocida y generador de dafio
tisular??. La produccién de niveles elevados de esta citosina
se ha demostrado en animales de experimentacién durante
la fase aguday su funcién como inductor de iNOS influye en
el control del crecimiento del pardsito. La iNOS genera NO;
éste, en combinacién con el 0, proveniente del estallido
respiratorio, genera ONOQO", agente altamente téxico para el
pardsito?®. El TNF-a se ha encontrado en el corazén de ani-
males infectados experimentalmente, asi como en células
de infiltrado inflamatorio de MCC?4.

El objetivo del presente estudio fue la determinacién
de la actividad plasmatica de los biomarcadores de estrés
oxidativo e inflamacién: SOD, CAT, GPx, TBARS y TNF-a en
pacientes chagasicos con y sin miocardiopatia, y en indi-
viduos sanos. Este trabajo intenta evidenciar la predispo-
sicién que tienen los pacientes hacia el deterioro cardiaco,
en especial, la evolucién hacia las formas mas graves de la
enfermedad cardiaca del paciente chagasico, cuantificando
los biomarcadores mencionados en plasma de los pacien-
tes pertenecientes a la poblacién estudiada.

Tabla I. Actividad de las enzimas estudiadas.

MCC ECsinMCC CN
) ) . p-valor
Media + DS Media + DS Media + DS

SOD (USOD/gHb) 3270+833 2590+ 188 895+ 314 0.0000
CAT (K/gHb) 316+68 332+41 185+28 0.0014
GPx (U/gHb) 98+ 17 102 +20 b1+11 0.00026
TBARS (nmol/ml) 4,04+1,82 3,56+1,22 2,30+0.62 0.0154
TNF-a (pg/ml] 31,3+16,3 26,6 +12,7 6,4+4,8 0.001895

» MCC, pacientes chagdsicos con miocardiopatia chagasica; ECsinMCC,pacientes chagasicos sin miocardiopatia; CN, controles normales.
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Materiales y métodos

La poblacién en estudio se compone de pacientes chaga-
sicos crénicos con diferente grado de dafio cardioldgico y sin
dano cardiolégico evidenciable, y pacientes controles sin al-
teraciones cardiacas detectables ni infeccién por Chagas. Los
pacientes asistieron al consultorio externo del Hospital del
Centenario de Rosario, recibieron informacién sobre el estudio
y firmaron el consentimiento informado para participar en el
proyecto. Se analizaron tres grupos de individuos: chagdsicos
sin MCC (ECsinMCC. n: 25), chagasicos con miocardiopatia
chagésica (MCC. n: 33) y controles normales (CN. n: 55] de si-
milares caracteristicas, de edades entre los 21 y 70 afos, de
ambos sexos. Los pacientes provenian de la ciudad de Rosa-
rio y regiones aledafias, area geografica donde el Chagas no es
una enfermedad endémica. Ningdn individuo infectado habia
realizado previamente al estudio tratamiento antiparasitario
especifico (Benznidazol o Nifurtimox). Se excluyeron del estu-
dio los individuos que presentaban enfermedades sistémicas
asociadas de caracter metabdlico, inmunolégico, oncolégico
y/o infeccioso y los pacientes en tratamientos con inmunomo-
duladores o inmunosupresores. El diagndstico de infeccién por
Tc se definié con al menos dos resultados positivos de los tests
serolégicos especificos (ELISA, hemaglutinacién o inmunofluo-
rescencia). Dichos estudios fueron realizados en el Laboratorio
Central del Hospital del Centenario. Los médicos del Servicio de
Cardiologia realizaron una recopilacién detallada de informa-
cién de los pacientes y confeccionaron las historias clinicas. El
proceso consistié en la anamnesis, el examen fisico, el examen
cardiovascular, el electrocardiograma en las 12 derivaciones
convencionales, la radiografia de térax y otros examenes com-
plementarios.

Se obtuvieron muestras de sangre venosa periférica entre
las 8:00 y 10:00 hs de la mafiana que se recolectaron en tubos
con heparina como anticoagulante y tubos secos (sin antico-
lagulante), y se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos
para separar el plasma de los eritrocitos, en el primer caso, y
para obtener el suero, en el segundo. Los eritrocitos fueron la-
vados tres veces con solucion salina a 4°C, y los pellets o se-
dimentos obtenidos se congelaron a -20°C hasta el momento
de serprocesados. Para analizar las actividades enzimaticas de
SOD, CATy GPx se lisaron los eritrocitos por adicién de 4 voldme-
nes de agua destilada a4°C. La medicién de TBARS se realiz6 por
métodos espectrofotométricos y la cuantificacién de TNF-c,
por enzimoinmunoanalisis (HUMAN TNF ELISA -BD OptEIA), a
partir de una muestra de suero.

Para estudiar las diferencias entre los grupos de pacientes,
para cada una de las variables medidas, se aplicd |a técnica de
ANOVA unifactorial. Para las variables SOD y CAT se aplicé la téc-
nica de ANOVA. En caso de no cumplirse el supuesto de norma-
lidad y/o de igualdad de variancias, se aplicé la prueba de Krus-
kal-Wallis. Para la variable GPx y TBARS se aplicé la prueba de
Kruskal-Wallis. A continuacidn, se aplicé test de comparaciones
multiples de Bonferronio Dunn, segln correspondiera. En todos
los casos se considerd significativo un p valor <0.05.

Se destaca que en esta investigacién no se midieron acti-

vidades antioxidantes in vivo; todas las pruebas realizadas se
han desarrollado in vitro.

Resultados

Se observé una diferencia significativa entre los grupos. El
test de comparaciones mdltiples mostré diferencia significa-
tiva del grupo control con todos los restantes. Para la variable
CAT se observo diferencia significativa entre los distintos gru-
pos (p=0,0014). Otro test de comparaciones mdltiples mos-
tré diferencia significativa entre el grupo CN con ECsinMCC y
con MCC. Para la variable GPx hubo diferencias significativas
(p=0,00026). El test de comparaciones mdltiples de Dunn
mostré diferencia significativa entre los grupos CN y MCC
(p=0,0015), y entre CN y ECsinMCC (p=0,0008). Para TBARS
las diferencias fueron significativas (p=0,0154). El test de
comparaciones multiples mostrd diferencias significativas en-
tre CN y MCC (p=0,0262). Para el TNF-o. hubo diferencias sig-
nificativas (p=0,001895). El test de comparaciones mdltiples
mostré diferencias significativas entre los grupos CN y ECsin-
MCC (p=0,0425]), CN y MCC [p=0,0050). La tabla | muestra los
resultados obtenidos para las mediciones de los parametros
analizados. Se observaron diferencias significativas de las acti-
vidades enzimaticas en los diferentes grupos de pacientes que
reflejan a nivel celular un aumento de la actividad antioxidante,
contrariamente a lo que se esperaba (un agotamiento de estas
enzimas). Es decir, que los pacientes estudiados respondian a
la generacion de radicales libres. Se podria hipotetizar que esta
alteracion de la capacidad antioxidante en las etapas finales
de la enfermedad, conllevaria a un agotamiento del sistema
protector, que, a su vez, conduciciria a algunos pacientes a un
desenlace fatal. La misma tendencia se observa para el caso de
los TBARS, que se encuentran elevados en el grupo de pacientes
chagasicos, indicando un alto grado de peroxidacién lipidica y
dafo oxidativo. En cuanto a los niveles de TNF-o,, encontramos
diferencias significativas, lo que pone de manifiesto un estado
inflamatorio activo y crénico en estos pacientes. EI TNF-o indu-
ce alaiNOS para la produccién de NO y curiosamente, también
induce la expresién de Mn-SOD pero no para otras enzimas an-
tioxidantes.

Discusi6n

Asumiendo que las alteraciones en el estado antioxidante
del corazén y del plasma tienen las mismas tendencias pato-
l6gicas, la sangre periférica seria un tejido Util para investigar
la funcidn mitocondrial deteriorada y el estado antioxidante en
pacientes chagasicos. Si bien se han encontrado diferencias
significativas entre el grupo CN y los demas grupos de pacien-
tes, se debe indicar que entre los grupos MCC y ECsinMCC los re-
sultados obtenidos no presentaron diferencias. A pesar de es-
tos resultados, no se puede descartar por completo un posible
papel de la actividad antioxidante en el desarrollo de las formas
cardiacas versus las formas indeterminadas de la enfermedad.
Esto esimportante, ya que se ha demostrado que los pacientes
infectados con Tc tienen un marcado potencial antioxidante y
son capaces de responder al estrés oxidativo inducido por el
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parasito, aunque este hecho no seria determinante en la evolu-
cién de la enfermedad.

LaMCC constituye una patologia compleja, ya que participan
mdultiples genes en el desarrollo y en la evolucién de la enfer-
medad. La informacidn obtenida contribuiria a ampliar nuestro
conocimiento molecular de la fisiopatogenia y podria conducira
mejorar el diagnéstico y prondstico de esta enfermedad. Debe-
ran emprenderse investigaciones destinadas a aclarar numero-
sos puntos relativos a las alteraciones organicas derivadas del
parasitismo en las distintas fases de su evolucién, tanto en sus
aspectos estructurales como en los fisioldgicos, bioquimicos y
patolégicos, a precisar el mecanismo de esas alteraciones y a
proporcionar nuevas bases para el diagnéstico y el tratamiento.
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