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Summary

La proteina B13 inmunodominante de Trypanosoma cruzi, presenta una secuencia homéloga (AAAGDK) a la
cadena pesada de miosina cardiaca humana (AAALDK) asociada a mimetismo molecular, posible mecanismo
patogénico en la enfermedad de Chagas. El objetivo de este trabajo fue analizar, en adultos infectados crénicos con
Trypanosoma cruzi, la asociacion entre los niveles de anticuerpos anti-B13 y desarrollo de cardiopatia chagasica.

Se realiz6 un estudio transversal en 89 pacientes con infeccion crénica por Trypanosoma cruzi distribuidos en:
34 infectados sin patologia demostrable (grupo A); 42 infectados con cardiopatia chagasica cronica de diferente
severidad (grupo B) y; 13 infectados con miocardiopatia chagasica y factores de riesgo cardiovasculares asociados
(grupo C). Como grupo control se estudiaron 46 personas no infectadas con Trypanosoma cruzi: 16 con cardiopatia
(grupo D) y 30 sanas (grupo E). Ademas en 13 pacientes del grupo B, edad promedio de 43,3+13,2 afios, se realizd
un estudio de cohorte retrospectivo con seguimiento de 12,6+6,5 afos, a fin de correlacionar el nivel de respuesta
anti-B13 y la progresion de la cardiopatia. Estos pacientes no presentaron cambios en los niveles de anticuerpos anti-

B13 a través del tiempo, independientemente de la evolucidn clinica.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos A, B y C tanto en la presencia de anticuerpos anti-
B13 (A=91,1%, B=80,8% y C=84,6%), como en el nivel de respuesta de los mismos. Sin embargo, en los pacientes
del grupo B con alto compromiso cardiaco los niveles de anticuerpos anti-B13 fueron més elevados.

Los pacientes del grupo control con cardiopatia, 50% fueron positivos para anticuerpos anti-B13 aunque con
muy escasa reactividad, mientras las personas sanas no presentaron respuesta a esta proteina.

Si bien no se encontré asociacion entre el nivel de anticuerpos anti-B13 y cardiopatia chagasica, se observaron
valores mas altos en los infectados con compromiso cardiaco severo, sin variacion en el tiempo.

Estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-B13 podrian ser utilizados como marcadores de progresion

clinica en lo pacientes con cardiopatia chagasica cronica.

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una afeccion
parasitaria cronica causada por el Trypanosoma cruzi.
Es endémica en el continente americano, pero se ha
transformado en un problema global debido
fundamentalmente a las migraciones. Se estima que se
encuentran infectados aproximadamente 6 a 7 millones
de personas solo en el continente americano (OMS
2017), y se plantea como una importante carga de
morbilidad, mortalidad y discapacidad en muchas
regiones.

Aproximadamente un tercio de los infectados
desarrollan las lesiones del periodo crénico: Cardiopatia
Chagasica Crénica (CCC) y/o alteraciones del aparato
digestivo (megavisceras), con diferentes grados de
severidad (Storino 1994).

En cuanto a los mecanismos fisiopatogénicos, se
han  planteado  diferentes  hipétesis,  basadas
principalmente en dos grandes ramas: mecanismos
autoinmunes (mimetismo molecular, presentacion de
epitopes cripticos, activacion de células no especificas,
etc.) y mecanismos no autoinmunes (accién directa del
paréasito, alteraciones del Sistema Nervioso Auténomo,
lesién microvascular, persistencia parasitaria) (Leon &
Engman 2003, Cunha-Neto et al. 2006, Marin-Neto et
al. 2007, Kierszenbaum 2007, Pereyra 2015).

Hay evidencias que involucran a los anticuerpos
(Ac) de reactividad cruzada y a infiltrados de células T
en el dafio tisular cardiaco. Aunque también en estos
tejidos se han encontrado antigenos y ADN de T. cruzi
mediante  técnicas  inmuno-histoquimicas 'y de
amplificacion por PCR (Higuchi et al. 1993, Jones et al.
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1993). La presencia del parasito también se ha
evidenciado en infectados sin cardiopatia (Afiez et al.
1999).

Numerosos trabajos han encontrado
autoanticuerpos de reaccion cruzada con antigenos de
T. cruzi (Proteinas ribosémicas PO, P1, P2, Cruzipaina,
B13, etc.) (Girones et al. 2005, Cunha-Neto et al. 2006).
No estd claro si estos surgen como respuesta a
moléculas parasitarias con las que existe mimetismo
molecular, o se generan como consecuencia de la
exposicion de antigenos propios por el dafio al tejido
infringido por el parésito.

La cadena pesada de la miosina cardiaca humana
es el principal componente proteico del miocardio,
representando el 50% del peso de todas las proteinas
cardiacas. La proteina B13 inmunodominante de T.
cruzi, presenta una secuencia homologa (AAAGDK) a
la cadena pesada de miosina cardiaca humana
(AAALDK) (Cunha-Neto et al. 1995).

Cuando se produce dafio miocardico de cualquier
tipo se expone la miosina intracelular, la cual es
antigénicamente activa. Ac anti-miosina se han
encontrado en varias situaciones clinicas en las que
existe una injuria miocardica (Nussinovitth &
Shoenfeld 2013).

El reconocimiento de miosina por células T CD4+
y la presencia de Ac anti-cadena pesada de miosina
cardiaca se asocian con la CCC (Rizzo el at. 1989,
Tibbetts et al. 1994, Cunha-Neto et al. 1995, Cunha-
Neto et al. 1996, Iwai et al. 2005, Abel et al. 2005,
Girones et al. 2007, Duranti et al. 2012). Los Ac anti-
miosina tienen reaccion cruzada con una secuencia de
la proteina B13, por lo que se podria especular que el
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reconocimiento de antigenos parasitarios in situ podria
ser el Ultimo efector del dafio al tejido cardiaco.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente
trabajo evalla la respuesta humoral contra la proteina
B13 de T. cruzi en pacientes adultos chagasicos
cronicos, sin y con patologia demostrada, con el
objetivo de analizar si el nivel de estos Ac anti-B13 se
relaciona con CCC.

Material y métodos

En un estudio transversal se evaluaron las
muestras de suero de 89 adultos infectados cronicos por
T. cruzi. Estos pacientes fueron seguidos clinica y
serologicamente en el Centro de Investigacion sobre
Endemias Nacionales de la Facultad de Bioquimica y
Cs. Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral, Santa
Fe, Argentina.

El control clinico fue realizado por un medico
especialista en cardiologia, mediante examen fisico
complementado con Electrocardiograma (ECG) de 12
derivaciones y, en los casos requeridos, ergometria,
holter y ecocardiografia. Las Radiografias (Rx) de térax
se realizaron en los hospitales publicos mas préximos.

La poblacion en estudio se clasifico en: grupo A)
34 infectados sin patologia demostrable; grupo B) 42
infectados con CCC de diferente severidad; grupo C) 13
infectados con alteraciones compatibles con CCC y
otros factores de riesgo cardiovasculares (FRC)
asociados (Diabetes, Obesidad, Hipertension).

Como controles no infectados por T. cruzi: grupo
D) 16 personas con cardiopatias (post-infarto agudo de
miocardio, miocardiopatia  dilatada, cardiopatia
isquémica y fibrilacion auricular) y grupo E) 30 sujetos
sanos.

Se realizd un estudio de cohorte retrospectivo en
13 de los 42 infectados con CCC, durante un tiempo
promedio de 11,745,9 afios y una mediana de 9 afios. Se
analizaron 32 sueros en buen estado de conservacion,
almacenados en la seroteca del CIEN: 13 muestras
correspondientes al primer control del paciente, al
inicio del seguimiento; 6 muestras intermedias y 13
sueros correspondiente al dltimo control de los
infectados.

Caracterizacion clinica de los infectados por T.
cruzi: Se utilizo la clasificacion propuesta por Kuschnir
(Kuschnir et al. 1985).

- Grupo 0 (GO): Pacientes asintomaticos (sin
signos de insuficiencia cardiaca), ECG normal y Rx de
térax con area cardiaca normal (RTC < 0,50).

- Grupo 1 (G1): Pacientes asintomaticos (sin
signos de insuficiencia cardiaca), con alteraciones en el
ECG sugerentes de CCC y Rx de térax con area
cardiaca normal.

- Grupo 2 (G2): Pacientes con ECG alterado
atribuible a CCC. Rx de térax con é&rea cardiaca
aumentada, clinica con capacidad funcional conservada
para esfuerzos leves y moderados.

- Grupo 3 (G3): Pacientes sintomaticos desde el
punto de vista clinico (signos de insuficiencia cardiaca
en reposo o en esfuerzos leves), ECG alterado y Rx de
térax con cardiomegalia importante (grado Il o 1V),
con redistribucién de flujo pulmonar.

A fin de cuantificar el dafio cardiaco segln esta
clasificacion (Kuschnir), se definio:

G1: infectados con cardiopatia chagésica leve;
G2: infectados con cardiopatia chagasica moderada y
G3: infectados con cardiopatia chagasica severa.

Se analizaron los FRC en cada uno de los grupos a
fin de evaluar si eran comparables: tabaquismo,
hipertension, dislipemia, diabetes y obesidad (Mele et
al. 2012).

Serologia Convencional: se realizaron 3 tests
serolégicos convencionales (SC): Hemoaglutinacion
indirecta (HAI - Laboratorio Polychaco, Buenos Aires,
Argentina), Enzimoinmunoensayo (ELISA - Wiener
Rosario- Santa Fe, Argentina) e Inmunofluorecencia
indirecta (IFI - CIEN, Centro que forma parte de un
Programa de Control de Calidad. Los controles externos
los realiza el Instituto Nacional de Parasitologia,
Buenos Aires). Se incluyeron quienes tenian los 3 tests
reactivos.

Conservacion de las muestras: Las muestras de
sueros evaluadas en el estudio se encontraban
almacenadas a -20°C y/o con igual volumen de glicerina
bufferada a 4°C. Se consideraron aptas para el estudio
las que presentaban una respuesta seroldgica similar al
momento de recoleccion de las mismas.

Expresion y purificacién de la
recombinante B13 de T. cruzi:

Se obtuvo la proteina recombinante segln se
describié previamente en Camussone et al. (2009).
Brevemente, se cultivaron células de Escherichia coli
BL21 (DE3) portadoras de la construccion plasmidica
PET-32a/B13 durante 3 horas con agitacion en medio
LB suplementado con 0,1 mg /ml de ampicilina a 37°C.
Luego se indujo la expresiéon proteica en 1 mM de
isopropil-b-D-tiogalactopirano durante 16 horas a 16°C.
Luego, las células obtenidas se suspendieron en Buffer
fosfato 50mM pH 7,2 con el agregado de 20 mM de
imidazol y se lisaron mediante sonicacion.

La fraccion soluble se separ6 mediante
centrifugacion a 10.000 g durante 20 mina 4 —8°C y se
purificd con una columna de Ni-NTA (GE) eluyendo la
proteina con Buffer fosfato 50mM pH 7,2 con el
agregado de 250 mM de imidazol. La calidad de la
purificacion se evalud por la técnica de PAGE y la
concentracion proteica se midié por la técnica de
Bradford (Wittig et al. 2006, Bradford 1976).

Determinacién de anticuerpos especificos anti-
B13:

Los sueros se procesaron mediante una técnica de
ELISA utilizando placas sensibilizadas con proteina
B13 de T. cruzi. Se recubrieron placas de
microtitulacion con 0,5 mg del antigeno especifico en
tampon de carbonato-bicarbonato 0,05 M, a pH 9,6, y
se incubaron over night a 4-8C. Se bloquearon las
placas con leche descremada al 5% y se incubaron con

proteina
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una dilucion 1:100 de suero humano. Para evidenciar la
reaccion se utiliz6 una anti-lgG humana conjugada con
peroxidasa. Las placas se leyeron a 450 nm en un lector
de ELISA (BioRad). Todas las muestras de suero se
evaluaron por duplicado y se tom6 como resultado la
media del valor de densidad Optica de estas
determinaciones simultdneas. En cada placa se
analizaron simultdneamente 6 controles negativos
(individuos aparentemente sanos seronegativos para T.
cruzi). Se calcularon valores de corte estandares con
ELISA negativo tomando la media de la densidad
Optica de las muestras de suero negativas mas 2
desviaciones estandares. Valor del cut-off: 0,365.

Normas Eticas: se siguieron los estandares éticos
establecidos por el Ministerio de Salud de la Nacién, la
Universidad Nacional de Litoral y las Guias
internacionales de regulacion para la investigacion en
humanos. Los pacientes fueron informados de los
objetivos del estudio y firmaron su consentimiento
informado para participar del mismo. Dicho formulario
fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Bioquimica y Cs. Bioldgicas de la Universidad
Nacional del Litoral,

Anélisis estadistico: se aplicaron las pruebas T de
student, Chi-cuadrado de Pearson, Test de Fisher,
Prueba de  Kruskal-Wallis, ANOVA, segln
correspondiera. Para todas las pruebas se fijoé un nivel
de significacién menor a 0,05.

Resultados

Los infectados crdnicos por T. cruzi del grupo A
sin patologia demostrada, y B con CCC fueron
comparables en la distribucion de edad, sexo y FRC.
Tabla 1.

Sexo
Grupo E/M Edad § FRC *
A 24/10 48,7 + 14,7 14
B 21/21 46,8 £ 14,2 11

Tabla 1. Poblacién en estudio: sexo, edad y factores de
riesgo cardiovascular de infectados con T. cruzi sin
patologia demostrada (grupo A) y con Cardiopatia
Chagasica Cronica (grupo B).

Sexo: Chi-cuadrado de Pearson, p=0,069.

1 Edad al momento de la muestra. Test de student,
p=0,5724.

* FRC Factor de Riesgo Cardiovascular: tabaquismo,
hipertension, dislipemia, diabetes y obesidad. Chi-
cuadrado de Pearson, p=0,167

La reactividad anti-B13 en los diferentes grupos
fue la siguiente: grupo A, infectados sin patologia
demostrada, 31/34 (91,1%); grupo B, infectados con
CCC 34/42 (80,9%) y grupo C, con CCC y FRC
asociados 11/13 (84,6%). Al comparar el porcentaje de
positividad anti-B13 entre los grupos A, B y C no se
encontraron diferencias significativas (Test de Fisher,
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p>0,05).
Del mismo modo, el nivel de respuesta de los

Ac anti-B13 entre los grupos de infectados no presentd
diferencias significativas (grupo A 1,19+0,64 D.O,
grupo B 1,06+0,73 D.O y grupo C 0,96+0,64 D.O)
(ANOVA, p>0,05). (Fig.1).
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Figura 1. Nivel de anticuerpos anti-B13 en los diferentes
grupos estudiados. Valor de cut-0ff=0,365 D.O. grupo A)
Infectados sin patologia demostrable; grupo B) Infectados
con Cardiopatia Chagésica Cronica; grupo C) Infectados
con Cardiopatia Chagasica y factores de riesgo asociados;
grupo D) Personas no infectadas con cardiopatia y grupo
E) Sujetos sanos no infectados con T. cruzi.

En los pacientes cardidpatas no infectados con T.
cruzi (grupo D), 8/16 (50%) presentaron reactividad
anti-B13, pero a diferencia de los infectados el nivel de
respuesta fue muy bajo cercano al valor de corte
(0,345+0,12 D.O). Mientras en las personas sanas, no
infectadas y sin cardiopatia, no hubo respuesta anti-
B13. Figura 1. Al analizar el nivel de reactividad de los
Ac anti-B13 en el grupo B (n=42), infectados por T.
cruzi con CCC, estratificados segun la clasificacion de
Kuschnir (G1 n=27, G2 n=11, y G3 n=4) mediante un
modelo de asociacién no paramétrico, se encontré una
tendencia de mayor reactividad anti-B13 a medida que
aumentaba la severidad de la cardiopatia. (Prueba de
Kruskal-Wallis, p=0,07) (Fig. 2).
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Figura 2. Nivel de Anticuerpos anti-B13 en el grupo B,
infectados con Cardiopatia Chagasica Cronica, de acuerdo
a la severidad de la cardiopatia clasificada segiin Kuschnir.
Valor de cut-off: 0,365 D.O. G1: infectados con patologia
chagasica leve; G2: infectados con patologia chagasica
moderada y G3: infectados con patologia chagasica grave.
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Los 4 pacientes infectados cronicos que se
encontraban en el grupo G3 de la clasificacion de
Kuschnir, cuyas edades oscilaban entre 46 y 54 afios,
presentaron alteraciones electrocardiograficas
compatibles a CCC, cardiomegalia grado II/IV y
signos y sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca.

De los 13 infectados del grupo B que se
incluyeron para el estudio de cohorte retrospectivo, con
un seguimiento de 9 afios promedio, 2 de ellos no
presentaron Ac anti-B13. Estos pacientes, con 25 y 33

afios de edad al ingreso del estudio, se encontraban en
estadio G1 de Kuschnir. El paciente de 25 afios
evolucion6 a G2 mientras que el otro permanecié en
G1, ambos con un seguimiento de 8 afios.

Los otros 11 infectados con CCC, mantuvieron
valores constantes de Ac anti-B13 en el tiempo. Seis de
ellos evolucionaron a un compromiso cardiaco mas
severo y los restantes permanecieron sin cambios.
(Tabla 2)

Tabla 2. Descripcion de los 13 infectados con seguimiento en el tiempo contemplando edad, electrocardiograma (ECG),
radiografia de térax (Rx) y severidad de la Cardiopatia Chagasica Croénica segun la clasificacion de Kuschnir.

Edad de Edad Kuschnir ~ Edad Kuschnir
diagnostico  primer ECG y Rx en la primer muestra} primer ultima ECG y Rx en la ultima muestra* ultima

de CCC  muestra} muestraf muestra* muestra*
25 37 BS + HBAI + Cardiomegalia grado 1 G2 45 BS + HBA I+ BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
49 40 Eje izq -10 G0 54 HBAI Gl
25 33 HBAI + BCRD Gl 58 HBAI + BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
30 56 BS + HBAI Gl 65 BS + HBAI + BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
33 39 BCRD Gl 46 BCRD Gl
25 34 EV monofocal frecuente Gl 48 EV monofocal frecuente Gl
22 27 HBAI Gl 32 HBAI Gl
39 41 Eje izq -30 + Cardiomegalia grado 1 G2 60 MCP + Cardiomegalia grado 1 G2
50 53 EV aislada + T(-)V3a V6 Gl 60 Fibrosis septal T(-)VV2aV6 + EV aislada Gl
38 46 HBAI + BIRD Gl 64 HBAI + BCRD + Cardiomegalia grado 1 G2
5w EV monofoca rec o s TTesomodeRemerimtn vewkrs g
45 69 FA de;féaDris’éJ:j;r‘fe’g;:;“;LSOHIBA' * ) 78 MCP + Cardiomegalia grado 1 G3
47 69 Fibrosis septal Gl 77 Fibrosis septal Gl

iprimer muestra de suero en la que se determinaron Ac anti-B13
*ltima muestra de suero en la que se determinaron Ac anti-B13

BS: bradicardia sinusal, HBAI: hemibloqueo anterior izquierdo, BCRD: Bloqueo completo de rama derecha, EV:
extrasistole ventricular, BIRD: bloqueo incompleto de rama derecha, MCP: marcapaso cardiaco, FA: fibrilacién auricular.

En los 13 infectados del grupo B con seguimiento,
los niveles promedios de Ac anti-B13 fueron: inicial
0,77£0,43 D.O, intermedio 0,69+0,33 D.O y final
0,76+0,42 D.O. Al realizar un ANOVA, que contempla
todas las medidas en el tiempo realizadas en estos 13
pacientes, no se encontraron diferencias significativas
entre las mismas (p=0,7840). (Fig. 3).
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Figura 3. Lecturas inicial, intermedia y final en el

seguimiento de 13 infectados por T. cruzi con Cardiopatia

Chagasica Cronica, mediana de 9 afios. Valor de cut-off:

0,365 D.O

Discusion

La presencia de anticuerpos con reactividad
cruzada entre la proteina B13 de Trypanosoma cruzi y
regiones aminoacidicas de la miosina humana ha sido
referida en muchos reportes previos (Cunha-Neto et al.
1995, Vicco et al. 2013, Rodeles et al. 2016). En este
estudio evaluamos la asociacion entre el nivel de
respuesta de dichos anticuerpos y la CCC. Si la
similitud antigénica entre la cadena pesada de miosina
cardiaca humana y la proteina B13 de T. cruzi estuviera
involucrada en el desarrollo o progreso de la patologia,
se esperaria la presencia de Ac-anti B13 en un mayor
porcentaje de infectados con cardiopatia respecto de los
infectados sin patologia, o al menos mayor nivel de
respuesta de estos anticuerpos.

Investigaciones previas (Cunha-Neto et al. 1995)
han descrito la presencia de Ac anti-B13 en todos los
individuos infectados con CCC mientras, en los
infectados sin patologia solo estuvo presente en un bajo
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porcentaje.

A diferencia de estos resultados, otros trabajos
(Duranti et al. 1999, Vicco et al. 2013, Rodeles et al.
2016) observaron la presencia de Ac anti-B13 en el
100% de los pacientes infectados con T. cruzi
independientemente de la condicion clinica, pero el
nivel de respuesta de los mismos mostré asociacién con
el grado de compromiso cardiaco.

En relacion a estos ultimos resultados, en el
presente trabajo tampoco se observaron diferencias
significativas entre los grupos de pacientes infectados
con T. cruzi sin y con CCC. Otro resultado coincidente
fue la observacion de mayor reactividad anti-B13 entre
los infectados con lesiones cardiacas mas severas.

A diferencia de los estudios antes mencionados,
no se observo reactividad anti-B13 en el 100% de los
infectados con T. cruzi, si bien los porcentajes de
positividad anti-B13 fueron elevados (91,1% en los
infectados sin patologia demostrable; 80,9% en quienes
presentaban CCC y; 84,6 % de los pacientes con CCC y
FRC asociados). Se podria especular que en aquellos
infectados con Trypanosoma cruzi que no presentaron
respuesta anti-B13 hubo wuna respuesta inmune
diferente, propia de la genética del huésped en la
expresion de estos anticuerpos.  Por otro lado en el
grupo control conformado por individuos no infectados
con T. cruzi, las personas sanas no presentaron Ac anti-
B13, mientras 50% de los cardiopatas fueron positivos
aunque con muy baja reactividad. Se podria suponer
que la miosina estd expuesta por la patologia cardiaca
de base de estos individuos, generando Ac anti-miosina
que se unen a B13 por la similitud antigénica. Hay
patologias cardiacas donde se generan estos anticuerpos
por la exposicion a antigenos propios (Ramos 2001). Si
la similitud antigénica entre miosina cardiaca humana y
la proteina B13 de T. cruzi, permitiera a los Ac anti-
B13 unirse a miosina, podrian explicar la perpetuacion
0 el agravamiento de los focos inflamatorios que
ocurren en la necrosis miocardica que se produce no
solo en la CCC, sino también en otras miocarditis. La
presencia de estos anticuerpos con capacidad de unirse
a miosina cardiaca podrian perpetuar o agravar la
patologia (Ramos 2001, Basilio et al. 2000). El analisis
longitudinal realizado en un grupo de pacientes
infectados con T. cruzi, a pesar del pequefio nUmero de
individuos estudiados, brinda informacion acerca del
comportamiento evolutivo de los Ac anti-B13 en
infectados con CCC. Segun los resultados obtenidos,
los niveles de estos anticuerpos no tuvieron variaciones
en el tiempo, independientemente de la evolucion
clinica. Esta permanencia de reactividad anti-B13
permite suponer que los niveles elevados de estos Ac
que se encontraron en los infectados con T. cruzi con
lesiones cardiacas mas severas, estaban presentes con
anterioridad. Para ratificar estos resultados, es preciso
realizar estudios de cohorte con mayor nimero de
infectados con T. cruzi que permitan validar la utilidad
de estos Ac anti-B13 como marcadores de progresion
clinica en lo pacientes con Cardiopatia Chagasica
Cronica.
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