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RESUMEN

Antecedentes: Estudios prospectivos y transversales de pacientes hipertensos han
demostrado que, el proceso de remodelacion cardiaca, se caracteriza por un aumento de la
masa cardiaca a expensas de engrosamiento de las paredes ventriculares, sin dilatacién de la
cavidad. Este proceso, desencadenado por la sobrecarga de presién, provoca un aumento
del colageno intersticial y mayor expresion en sangre periférica de las metaloproteinasas
encargadas de la sintesis y deposicion del mismo (MMP9). En los pacientes con
enfermedad de Chagas, asociada a hipertensién arterial, se desconoce cual es la
repercusion morfoldgica y bioquimica sobre el corazén de la sobrecarga cronica de presion.
Meétodos y resultados: Mediante ecocardiografia bidimensional y pruebas seroldgicas para
despistaje de la enfermedad de Chagas, se estudiaron 39 pacientes con serologia para
Chagas positiva y 32 pacientes con serologia para Chagas negativa. De los pacientes sero-
positivos, 25 eran hipertensos y 14 pacientes eran no hipertensos. A todos los pacientes se
les determino el patrén geométrico ventricular izquierdo por ecocardiografia bidimensional
y se les cuantifico en sangre periféﬁca, mediante la técnica de Western Blott, las
metaloproteinasas 2, 9,y sus respectivos inhibidores TIMP 1 y TIMP 2. En los pacientes
hipertensos sero-positivos y sero-negativos predominaron por igual los patrones de
remodelado concéntrico e hipertrofia concéntrica. La mayor expresion de la
metaloproteinasa 9 se encontrd en estos ultimos, independientemente de la serologia para
Chagas. La metaloproteinasa 2 no aumento en ninguno de los grupos estudiados.

Conclusion: . El paciente chagasico con hipertension arterial sufre los mismos cambios de
remodelacién de la geometria del ventriculo izquierdo que el paciente hipertenso no

chagasico. Los marcadores bioquimicos del colageno intersticial, de pacientes chagasicos
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con hipertrofia ventricular concéntrica e hipertensién arterial son semejantes a los
observados en pacientes no chagasicos hipertensos.
Palabras clave: Enfermedad Chagasica, Metaloproteinasas, Inhibidor del factor de las

metaloproteinasas, hipertension arterial.



ABSTRACT
Background: Prospective and transverse studies have evaluated the activity of
metalloproteinases (MMPs) in patients with arterial hypertension. In these patients with
concentric cardiac remodeling predominates the enzyme MMP9 which is responsible for
the synthesis and deposition of collagen. The purpose of this study is to determine the
morphological and biochemical changes in patients with Chagas disease and essential
hypertension.
Methods and results: We performed two dimensional echocardiograms and serological
tests for Chagas disease in 32 hypertensive patients and in 29 patients without essential
hypertension. All patients had Western Blott analysis to determine the serum levels of
metaloproteinases 2, 9, and their respective inhibitores (TIMP 1 and TIMP 2). We have
found that hypertensive patients, irrespective of the serology for Chagas disease, had a
similar prevalence of concentric remodeling and concentric hypertrophy. The latter had the
highest values of MMP 9, whereas MMP2 was not augmented.
Conclusion: Chagasic patients with hypertension undergo concentric cardiac remodeling
changes as non chagasic hypertensive patients. The biochemical markers of interstitial
collagen, are also similar to those o non-chagasic hypertensive patients.
Keywords: Chagas Disease, metalloproteinases, inhibitor of metalloproteinases factor,

hypertension.



1. Introduccion

Los mecanismos responsables del dafio miocardico y de su progresién hacia la
insuficiencia cardiaca congestiva cronica, del paciente con enfermedad cardiaca chagésica,
son desconocidos. Sin embargo, las alteraciones estructurales y funcionales del miocardio
ventricular izquierdo son semejantes a las descritas en otras enfermedades cardiacas, con
disfuncion ventricular sistolica (1-8). En particular destacan las alteraciones segmentarias
de la motilidad ventricular izquierda y la marcada fibrosis intersticial (9-14). En esta
revisién, nos proponemos analizar la informacién disponible sobre ésta ultima y estudiar
la presencia de posibles marcadores séricos del metabolismo del colageno, en pacientes

chagasicos con geometria ventricular normal y con hipertrofia ventricular concéntrica.

2. Historia natural de la enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas es endémica en Suramérica con una prevalencia de 8 a 10
millones de personas infectadas. En nuestro pais, para el afio 2002 se describe una
prevalencia que va de 22.8 % en el Estado Barinas a 4.9 % en el Estado Mérida (15). La
enfermedad se caracteriza por una fase aguda inicial autolimitada y generalmente
asintomatica, cuya secuela principal es una fibrosis segmentariaque afecta particularmente
a la region del apex ventricular izquierdo (Aneurisma de la punta) y en menor medida a las
otras regiones cardiacas. (10-14). La fase aguda es seguida de una etapa indeterminada o de
transicion, donde los exdmenes convencionales (Electrocardiograma y Radiografia de
Térax) son normales. La tercera fase final o arritmico-congestiva se presenta en un 20%

de los pacientes. El dafio miocérdico, secuela de la fase aguda, es regional en los pacientes
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asintomaticos y se hace difuso en los pacientes con sintomas debidos a la progresion de la
enfermedad cardiaca. En otras palabras, la Enfermedad de Chagas evoluciona de un dafio

miocardico localizado, a una forma de miocardiopatia congestiva con dafio miocéardico

difuso (1-3)

3. Patogénesis de la enfermedad cardiaca chagasica

Los mecanismos responsables de esta particular progresion del dafio miocardico, en
la enfermedad cardiaca chagasica, son desconocidos Para explicar la progresion del dafio
cardiaco, se han propuesto 4 teorias: 1.- Teoria microvascular. 2.- Disautonomia cardiaca.
3.- Dafio miocardico por persistencia del paréasito. 4. Dafio mediado por la respuesta
autoinmune. (2,10-14). Las alteraciones de la microcirculaciéon constituyen una
peculiaridad prominente en la miocardiopatia chagésica; sin embargo, su papel en la
patogénesis de las lesiones cronicas del miocardio probablemente es secundario y no
fundamental. Por el contrario, las alteraciones del control autondémico cardiaco, en
particular la activacién de los sistemas simpatico y Renina angiotensina aldosterona son
determinantes en la progresion del dafio miocardico hacia la insuficiencia cardiaca sistélica
(7,16).Alteraciones semejantes se presentanen las enfermedades no chagasicas con

remodelacién excéntrica (16).
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PACIENTE

CHAGASICO

Accion parasitaria directa
(periodo agudo)
Alteraciones Imunolébgicas
Disautonomia
Lesiones Microvasculares

MIOCITOS
Reduccidn de miocitos
Sobrecarga de miocitos

. NECROSIS MIOCARDICA
no necroticos \

-

' HIPERTROFIA FIBROSIS REPARATIVA
Aumento de sarcoOmeros
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Hipercoagulablidad
INSUFICIENCIA
CARDIACA
Shock Cardiogénico ——i MUERTE Trombocmbolismo

Pulmonar

Mucrte Sabita

Figura 1. Historia natural y patogénesis de la enfermedad cardiaca chagasica.

La persistencia del parasito, en el miocardio de los pacientes con enfermedad de
Chagas, es considerada como un factor adicional en la patogénesis de la enfermedad de
Chagas. Su persistencia provocaria una inflamacion de bajo grado, pero persistente y
explicariala progresiéon del dafio miocéardico hacia la insuficiencia cardiaca. La hipétesis

de dafio miocardico por auto-anticuerpos ha sido seriamente cuestionada por el hecho de
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que, los niveles séricos de los auto-anticuerpos no se correlacionan con el grado de dafio

miocérdico o de disfuncién ventricular (14,17).

4. La enfermedad de Chagas asociada a hipertension arterial y diabetes mellitus II.

La prevalencia de hipertensién arterial y diabetes mellitus en pacientes con
serologia positiva para Chagas es menor que la de la poblacion general. Estudios
transversales llevados a cabo en Brasil muestran una prevalencia de 18 % y 1.6 %
respectivamente. Sin embargo, en pacientes sero-positivos mayores de 60 afios, la
prevalencia de estas co-morbilidades aumenta considerablemente (Hipertensién arterial
39.3 - 56.7). La adaptaciéon morfolégica y funcional del miocardio del paciente sero-
positivo asintomatico, en presencia de co-morbilidades, no ha sido estudiada mediante
ecocardiografia. Estudios aislados refieren la presencia de hipertrofia ventricular
concéntrica, inferida de las alteraciones electrocardiograficas. No obstante, los pacientes
sero-positivos con hipertension arterial, en la fase tardia de insuficiencia cardiaca
congestiva, tienen hipertrofia ventricular excéntrica. Se desconoce, si en estos pacientes se
presenta una etapa intermedia de hipertrofia ventricular concéntrica, en la transicion hacia

la insuficiencia cardiaca congestiva sistolica (18-22).

5. Geometria ventricular izquierda Yy colageno intersticial cardiaco en
pacienteschagasicos y en pacientes hipertensos.

Investigaciones clinicas prospectivas han demostradoque, en los corazones de los
pacientes con enfermedad de Chagasse produce una dilatacion progresiva de la cavidad
ventricular izquierda, adelgazamiento de las paredes ventriculares y reduccion de la

fraccién de eyeccion. Este fenémeno se observa fundamentalmente en pacientes con
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alteraciones de la motilidad segmentaria y es semejante al proceso de remodelacion
cardiaca de los pacientes isquémicos con antecedentes de infarto extenso del miocardio y
miocardiopatiasdilatadas (7, 13,16). En otras palabras, la adaptacion morfoldgica y
funcional del corazon del paciente chagasica, a la presencia de alteraciones de la motilidad
segmentaria ventricular izquierda, tiene las caracteristicas de hipertrofia ventricular

excéntrica.

Estudios histopatologicos llevados a cabo en corazones de pacientes que
fallecieron, como consecuencia de la evolucion de la enfermedad hasta la insuficiencia
cardiaca sistolica, muestran una marcada fibrosis intersticial, focos difusos de miocitos
degenerados y una respuesta inflamatoria a predominio de celulas mononucleares. La
fibrosis intersticial se caracteriza por engrosamiento de las fibras colagénas querodean los

haces de miofibrillas (22).

Figura 2. Fibrosis intersticial miocirdica en pacientes chagasica (Ref 22).
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Normal Chagas Miocardiopatia Miocardiopatia
Humano experimental Hipertensiva

Figura 3. Alteraciones del colageno endomisial con microscopia electrénica (Ref 22).

Las fibras del colageno que envuelven los miocitosdel paciente con enfermedad de
Chagas se observan hipertrofiados y su estructura tiene alteraciones semejantes, a los
hallazgos histopatoldégicos en modelos experimentales de geometria excéntrica e
insuficiencia cardiaca sistolica (22-24). Por el contrario, el coligeno endomisial del
paciente hipertenso conserva su estructura normal y se aprecia marcadamente
hipertréfico (Figura 3).De la misma manera, las enzimas responsables de la degradacion
y de la sintesis del colageno intersticial tienen un comportamiento opuesto, en presencia
hipertrofia  ventricular excéntrica versus concéntrica. Masain, el marcaje
inmunohistoquimico, de biopsias miocéardicas de los primeros, muestra un predominio de
la metaloproteinasas (MMP), mientras que en los segundos esta acentuado el factor

inhibitorio de las metaloproteinasas (TIMP) (Figura 4 y 5) (25-27).
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Normotensive DHF hypertensive SHF hypertensive

Figura 4. Metaloproteinasas (MMP) y factor inhibitorio de las metaloproteinasas
(TIMP) en pacientes con hipertrofia ventricular excéntrica versus concéntrica. La
presencia de granulos marrones correspondientes a MMP es mas acentuada en la hipertrofia

excéntrica. Lo contrario se observa en relacion a los granulos quecorresponde al TIMP
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Figura 5. Geometria ventricular, coligeno intersticial, metaloproteinasas y factor

inhibitorios de las metaloproteinasas.

6. Marcadores del coligeno intersticial y sistema neuro-endocrino.

6.1 Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

Uno de los principales sistemas neurohumorales que regula el tamafio de la
poblacidn celular cardiaca es el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), con la
angiotensina II (Ang. II) como su principal efector. A nivel celular, la Ang. II regula la
contraccion, el crecimiento, la apoptosis, la migracion y diferenciacion celular.
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Adicionalmente, también regula la sintesis y secrecion de los factores de crecimiento y el
depdsito de proteinas en la matriz extracelular (MEC). La Ang. II se une a dos tipos
distintos de receptores, acoplados a proteinas G llamados receptores subtipo AT1 (AT1R)
y subtipo AT2 (AT2R). En el adulto, la mayoria de los receptores de Ang. II son del
subtipo AT1R, mientras que, el subtipo AT2R es re-expresado después de un dafio
vascular o cardiaco y durante la cicatrizacion de las heridas. Estos receptores se distinguen
por su selectividad a distintos antagonistas no peptidicos. En el corazén, la mayoria de las

acciones de la Ang. IT son mediadas por el receptor AT1R.

6.2 SistemaRenina-Angiotensina-Aldosterona en fibroblastos y mio-fibroblastos.

El receptor se expresa ATIR por igual tanto en el fibroblasto como el mio-
fibroblasto. Campbell y Katwa mostraron que la Ang II induce la expresién de TGF-B1
(mRNA y proteina) en cultivos de mio-fibroblastos. Este efecto es mediado primariamente
por el ATIR. De esta manera, la Ang II estimularia la formacion de tejido fibrético a
través de la sobreproduccion de TGF-B1. Otros estudios han analizado la accién de la Ang

11 sobre la MEC cardiaca. Estos altimos son:

1. Induce aumento en la sintesis o degradacion del coldgeno a través de
diferentesmetaloproteinasas (MMPs). La actividad de estas enzimas esta controlada por los
inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs). Estos ultimos también estarian regulados por

la Ang IL.
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7. Remodelacién cardiaca y marcadores séricos del colageno intersticial en pacientes

hipertensos no chagasicos.

El sistema neuro-endocrino, de los pacientes con hipertension arterial esencial, ha
sido estudiado en relacion con la adaptacion morfologica del corazoén. El sistema RAAS
predomina en los pacientes asintomaticos con geometria normal, remodelado concéntrico

y en los que han desarrollado hipertrofia ventricular concéntrica (28) (Figura 6).

lasma Renin Activity
ng/mlvh

1,78

CONC CONC LVH  ECCE LVH

Figura 6. Adaptacion morfolégica del corazén y actividad de renina plasmaitica en

pacientes hipertensos asintomaticos y no complicados.
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Por el contrario, el sistema nervioso simpatico, expresado por los niveles séricos de

noreprinefrina, tiene un mayor grado de activacion en los pacientes hipertensos con

hipertrofia ventricular excéntrica (Figura 7) (29).

Los pacientes hipertensos pueden

evolucionar hasta la insuficiencia cardiaca congestiva. Aquellos que conservan el patron

concéntrico desarrollan insuficiencia cardiaca diastdlica, con igual predominio del RAAS.

Por el contrario, los que conservan el patron excéntrico e insuficiencia cardiaca sistolica

tienen elevados los niveles de norepinefrina sérica (30) (Figura 8).

5 -
BNE OE
4 ‘ »
2 3- *
E 2-
1
o | |
Control Normal
morphology

a4 §
. &8s an
A e &,“'

Concentric Concentric
remodeling

Eccentric

hyperrophy  hypenrophy

Figura 7. Niveles de norepinefrina y epinefrina séricas en pacientes hipertensos

asintomaticos y no complicados de acuerdo con el patrén de geometria ventricular

izquierda.
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Figura 8. Activacion neurohormonal en pacientes con insuficiencia cardiaca diastélica

(FE > 0.45) e insuficiencia cardiaca sistélica (FE < 0.45).

La transicién hacia estos dos fenotipos de insuficiencia cardiaca congestiva tiene
caracteristicas ecocardiograficas y bioquimicas opuestas. En efecto, los pacientes con
hipertrofia ventricular concéntrica aumentan su espesor relativo de pared, disminuyen el
tamafio del ventriculo izquierdo y alteran la relajacion ventricular. En ellos se observa
incremento progresivo en la actividad de las enzimas encargadas de la sintesis y
acumulacién de colageno intersticial (MMP9). Por el contrario la MMP1 y MMP2,
encargadas de la degradacion del colageno, se encuentran disminuidas. En relacién con los
diferentes TIMP, existe una gran controversia sobre cual de ellos esta aumentado o
disminuido en los dos fenotipos conocidos de insuficiencia cardiaca (Sistélica versus

diastolica) (25,26).
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En resumen, los estudios analizados indican que, en los pacientes con enfermedad
cardiaca chagasica e insuficiencia cardiaca congestiva, la adaptacion morfo-funcional
cardiaca comparte las caracteristicas de la hipertrofia ventricular excéntrica. En otras
palabras, el proceso de remodelaciéon cardiaca es semejante al observado en los pacientes
no chagéasicos que evolucionan hacia la insuficiencia cardiaca sistélica. Por consiguiente,
los  marcadores bioquimicos del colageno intersticial, de pacientes chagésicos con
hipertrofia ventricular excéntrica con y sin insuficiencia cardiaca sistélica, deberian ser
semejantes a los observados en pacientes no chagasicos con iguales alteraciones
estructurales y funcionales. Por el contrario, de existir un proceso de remodelacién
concéntrico, en los pacientes sero-positivos hipertensos y/o diabéticos, los marcadores
serologicos del metabolismo del coligeno intersticial serian semejantes a los de los
pacientes hipertensos no chagasica con hipertrofia ventricular concéntrica e

insuficiencia cardiaca diastolica.
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HIPOTESIS:

Los pacientes chagasicos con hipertension arterial y/o diabetes mellitus tipo 2,
experimentan un proceso de remodelado del ventriculo izquierdo (Remodelado
concéntrico — Hipertrofia concéntrica) similar al de los pacientes no chagasicos con

hipertension arterial.

La expresion de los marcadores biologicos del metabolismo del coldgeno intersticial

serian semejantes, a los de los pacientes hipertensos no chagasicos, donde se

produce un aumento de las MMPs a predominio de la 9
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Determinar el patrén de expresién de las metaloproteinasas y el inhibidor de las

metaloproteinasas en pacientes Chagasicos con comorbilidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar mediante ecocardiografia el patrén geométrico de los pacientes

chagésicos hipertensos y/o diabéticos.

2. Determinar los niveles de metaloproteinasas (2-9) y TIMPS (1-2) en pacientes

chagasicos hipertensos y/o diabéticos.

3. Comparacion entre el patron de MMPs y TIMPs entre los pacientes chagasicos con

hipertrofia ventricular concéntrica con comorbilidad y pacientes chagésicos con

remodelado concéntrico, hipertrofia concéntrica y comorbilidad.
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2. MATERIALES Y METODOS:

Estudio observacional, analitico de corte transversal y de correlacidn, realizado en
el Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes desde Agosto de 2011 a Agosto

de 2012

2.1.-Poblacién en estudio:

Se incluiran 2 grupos de pacientes:

1° Grupo: Seropositivos para Enfermedad de Chagas con Hipertrofia ventricular
izquierda concéntrica en presencia de comorbilidad (Hipertension arterial y Diabetes

Mellitus tipo 2), referidos al Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes.

2° Grupo: Seropositivos para Enfermedad de Chagas con remodelado concéntrico en

presencia de comorbilidad)

Criterios de Inclusion:

e Pacientes de ambos sexos mayores de 18 afios de edad con dos o mas reacciones
positivas para T. cruzi por método (Inmunofluorescencia indirecta, ELISA, con

hipertrofia ventricular concéntrica izquierda o remodelado concéntrico

e Consentimiento informado para participar en el protocolo de estudio.
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Criterios de Exclusion:

e Paciente chagasico no hipertenso, no diabético

e Desordenes sistémicos: Cardiopatia valvular, enfermedades de deposito,
Insuficiencia Renal o Hepética, Enfermedad Broncopulmonar Obstructiva Cronica,
Disfuncion Tiroidea, Anemia, y/o Neoplasias.

e Alcoholismo Crénico.

¢ Embarazo.

e Ventana ecocardiografica sub6ptima que impida la adecuada adquisicion de las

imagenes.

Evaluacién clinica:

Se utilizo un formato de recoleccioén de datos para cada paciente donde se incluyo:
Edad, sexo, procedencia, antecedentes personales, sintomas actuales y medicacién que
reciben. Exdmenes de laboratorio que incluyan, hematologia completa, glicemia,

funcionalismo renal y hepatico. Radiografia de Torax.

Evaluacion Ecocardiografica:

Se  realizo ecocardiograma  transtordcico en el  Instituto  de
InvestigacionesCardiovasculares del Instituto Auténomo Hospital Universitario de los
Andes (IAHULA) en equipo VIVID 7 (General Electric) con transductor sectorial 2.5/ 1.9
MHz. Las imagenes fueron adquiridas con la técnica habitual con el paciente en decubito
lateral izquierdo, obteniéndose imagenes en eje paraesternal largo y corto a nivel de

grandes vasos, vélvula mitral, musculos papilares y apex. Posteriormente vista apical 4
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camaras, 2 cdmaras y 3 camaras. El examen fue dirigido a evaluar la funcion ventricular

izquierda y el patrén geométrico.

Determinacion de la presencia de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 en suero
mediante western blot

Las muestras de suero fueron colectadas y almacenadas a -70°C hasta el momento
de su procesamiento. Veinte microlitros (20 pl) de suero se mezclara a partes iguales con
buffer de muestra (50 mM de Tris-HCI, 2% P/v de SDS, 0,1% de Azul de Bromofenol, 10%
V/y de glicerol y 100 mM de B-mercaptoetanol) y fueron sometidas a calentamiento durante
5 min a 100 °C. Cada una de las muestras fue sometida a electroforesis y posteriormente
electrotransferidas a membranas de PVDF a fin de realizar el western blot. La
Electroforesis se llevo a cabo en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). Para todas las corridas se utilizo un marcador de peso molecular Gibco BRL

BenchMark™ a fin de realizar el calculo del peso molecular de las proteinas en estudio.

Las proteinas separadas previamente fueron transferidas a membranas de PVDF,
mediante la aplicacion de corriente constante (150 mA) en presencia del buffer de
transferencia (25 mM de Tris, 192 mM de Glicina, 20% de Metanol). Finalizado este
tiempo la membrana fue bloqueada con TBS (100mM de NaCl, 10mM de Tris-HCl y 0,1%
de Tween 20) mas 0,5% de BSA durante 2 horas. Terminado el bloqueo las membranas se
incubaron con los siguientes anticuerpos primarios: anti-MMP-1, anti-MMP-2, anti-MMP-
9, anti-TIMP-1 y anti-TIMP-4, diluidos 1/200 en TBS-BSA al 0,5%. Luego de realizar los
lavados respectivos se incubaron con los anticuerpos secundarios (anti-IgG de conejo y

anti-IgG de raton), conjugados a HRP, diluidos 1/20000 en TBS-BSA al 0,5%. Para

26



finalizar y luego de lavar la membrana se incubaron con Luminol (SuperSignal West Dura
Extended DurationSubstrate de PIERCE®) y se expusieron en oscuridad a una pelicula de

autoradiografia. (31-32).
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Analisis Estadistico:

Calculo del tamafio de la muestra: n= 25

Este céalculo se realizo a través del programa EXCEL, con un Intervalo de
Confianza del 95%, con un Error o de 0,05; con un poder Estadistico del 80%. Los
resultados obtenidos se analizaron de la manera siguiente. Las variables continuas se
expresaron como Medias + Desviacion Estandar. Las variables categéricas se expresaron
como frecuencias y porcentaje. Se aplico el método de Kolmogorov-Smirnov para saber si
las variables numéricas se distribuyen normalmente. Si la distribucion fue normal se utilizo
analisis de varianza muestras independientes y para aquellas no normales se uso el método
de Mann Whitney. Se realizo analisis de correlacion para todas las variables dependientes
e independientes. Posteriormente se busco a través de un modelo de regresion lineal
multiple con pasos sucesivos cual variable independiente explica mejor a la variable
dependiente estudiada. Se considerara un valor de p<0.05 para ser estadisticamente
significativo. Todos estos andlisis se realizaran con el programa estadistico de SPSS

version 18.0 para Windows y Medcalc V 9.10
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RESULTADOS

La inclusion de los pacientes en los diferentes grupos de investigacidon comenzé a
partir del mes de Agosto de 2011 y se extendid hasta el mes de agosto de 2012. Un total de
71 sujetos fueron enrolados en los grupos de estudio. Las caracteristicas basales de los
pacientes estudiados se presentan en la Tabla N° 1. En este estudio solo se encontré un
paciente con Chagas y presencia de Diabetes Mellitus tipo 2 por lo que no fue incluido en
el analisis. Los sujetos incluidos se dividieron, en funcion de la serologia para Chagas y la
presencia de hipertension arterial, en 4 grupos: 1. Pacientes con serologia para Chagas
positiva no hipertensos, 2. pacientes con serologia negativa no hipertensos, 3. pacientes con
serologia positiva hipertensos y 4. Pacientes con serologia negativa hipertensos. De igual
forma se dividieron posteriormente en funcion del patrén geométrico, ya sea este normal,
remodelado concéntrico, y el patron de hipertrofia concéntrica. La media de edad para los
pacientes con serologia positiva no hipertensos fue de 49,64 afios, en los pacientes con
serologia positiva hipertensos fue de 59,36 afios, los seronegativo no hipertensos 3,33 afios
y los seronegativos hipertensos 55,71 afios. Se incluyeron pacientes de ambos sexos, sin
diferencia significativas entre los grupos. Los diferentes patrones geométricos del
ventriculo izquierdo de la muestra estudiada se presentan en la tabla N° 2. Se puede
apreciar una presencia semejante en el niimero de pacientes con remodelado concéntrico e
hipertrofia concéntrica en los hipertensos seropositivos y seronegativos. En todos los
pacientes incluidos se realiz6 la cuantificacion de las metaloproteinasas MMP9, MMP2
(MMP220 K; MMMP260K) y del factor inhibidor de las mismas TIMP1 y TIMP2. Los
valores fueron expresados en densidades Opticas segin su migraciéon en la corrida de

Western Blot.
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En relacién a la MMP 9, se encontrd un incremento importante de su expresion en
los dos grupos de pacientes hipertensos. Este aumento fue significativamente mayor que el
observado en los grupos de sujetos no hipertensos. Debe destacarse, no obstante, la
ausencia de diferencia estadistica entre los dos grupos de hipertensos y entre los dos grupos
de sujetos no hipertensos (Tabla N° 3, Grafico N°1). De igual forma, cuando se
analizaron los valores de la MMP9, de acuerdo con el patrén geométrico predominante en
los pacientes sero-positivos y sero-negativos hipertensos; los mayores niveles de la
metaloproteinasa se encontraron en aquellos con patréon de hipertrofia ventricular
concéntrica. Mas aun, los pacientes con remodelado concéntrico tenian valores
mayores que los individuos no hipertensos. (Grafico N° 2). Al discriminar los pacientes
de acuerdo con la serologia y la ausencia o presencia de hipertension, no se observo
diferencia estadistica entre los diferentes patrones de geometria ventricular izquierda
(Grafico N° 3). En otras palabras, el proceso de remodelaciéon cardiaca,
independientemente de la serologia para Chagas, se acompafia de mayor expresion de la
metaloproteinasa 9, en la medida en que pasa de un patrén de remodelado concéntrico a
hipertrofia concéntrica. En cuanto al valor de MMP 2 (MMP 220K), no hubo diferencias
significativas entre los grupos de pacientes de pacientes seropositivos y seronegativos

(Tabla N° 3) (Grafico N° 4).

El andlisis de correlacion entre los valores de MMP 9 y el espesor relativo
(r= 0,506, p< 0.01) ( Grafico N° 5) y la masa indexada del ventriculo izquierdo en
pacientes seropositivos hipertensos (r = 0,537 p= 0,006), y en pacientes seronegativos

hipertensos (r= 0,501, p= 0.040) (Grafico N° 6) revelo una relacion significativa y
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positiva. Asi mismo se realizo andlisis de correlacidn entre los valores de MMP 9 del grupo
de pacientes seropositivos con y sin hipertension arterial en funcién del patrén geométrico
del ventriculo izquierdo observandose una correlacion igualmente significativa y lineal

con unar de 0,823 y una p <0.01. (Grafico N° 7).

El andlisis de regresion multivariable mostré que las variables asociadas con la
mayor expresion de la metaloproteinasa 9 fueron el patrén geométrico y la presencia de
hipertensioén arterial (Tabla N° 4). Las variables edad, sexo, indice de masa corporal y la
serologia positiva para Chagas no tuvieron asociacion estadistica con la expresién de la

metaloproteinasa 9
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Tabla 1. Caracteristicas basales de la muestra estudiada (n=71)

CARACTERISTICAS Serologia Serologia Serologia Serologia VALOR DE
negativa no negativa positiva positiva p
hipertenso hipertenso hipertenso no hipertenso

(n=15) (n=17) (n=25) (n=14)
Variables
Demogréficas
Edad (afios) 36,33 = 10,94 55,71 = 12,92 59,36+ 11,12 49,64+10,55 NS
Sexo (M/F) 2/3 2/4 1114 9/5 NS *
M (%) 53,3 47,1 44,0 64,3 NS *
F (%) 46,7 52,9 56,0 35,7 NS *
Variables Clinicas
TAS (mmHg) 112,33+5,20* 150,06 + 5,95 148,36 = 7,63 111,29 + 7,21+ <0,05
TAD (mmHg) 74,73 + 9,55 93,41 + 3,70 93,08 + 3,46 70,86 + 7,29** < 0,05
IMC 23,03 + 2,50 22,98 =+ 3,02 23,98 + 2,60 22,23 + 2,57 NS *
Variables
Ecocardiograficas
DDVi (cm) 4,14 £ 0,17 4,40 + 0,29 * 4,39 + 0,33 * 4,52 + 0,35 * < 0,05
ER 0,40 + 0,012** 0,54 + 0,04 0,50 + 0,04 0,40 + 0,028** < 0,05
Masa Indexada 66,84+ 10,15** 110,94 34,19 9588 + 22562 84,39 * 13,563* <0,05*
(gr/m2)
FEVI (%) 63,20 60,64 63,41 60,72 NS*

* Entre todos los grupos.

** Entre paciente hipertensos y no hipertensos

FEVI : Funcion sistélica del ventriculo izquierdo. DDVI: Didmetro diastélico del VI.
Valores expresados en Media, Desviacion estindar, Valores Absolutos y Porcentajes

(%)
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Tabla 2. Patron Geométrico del Ventriculo izquierdo de la muestra estudiada

(n=71)

CARACTERISTICAS Serologia Serologia Serologia Serologia Valor de
negativa no negativa positiva positiva p
hipertenso hipertenso hipertenso no hipertenso

(n=15) (n=17) (n=25) (n=14)
Patrén Geométrico
del Ventriculo
izquierdo
Patré6n Geométrico 100 * 0 0 100 * NS
Normal (%)
Remodelado 0 41,2* 48,0* 0 NS
Concéntrico (%)
Hipertrofia 0 58,8** 52,0** 0 NS

concéntrica (%)

* Entre pacientes sin hipertensién
** Entre pacientes con hipertension
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Tabla 3. Niveles de MPPS y TIMPS de la muestra estudiada ( N=71)

CARACTERISTICAS Serologia Serologia Serologia Serologia VALOR DE
negativa no negativa positiva positiva P
hipertenso hipertenso hipertenso no hipertenso

(n=15) (n=17) (n=25) (n=14)
Metaloproteinasa
MMP 9 7134,60 £ 194695,12+ 204623,36 + 16587,64 + <0,05*
(Densidad éptica) 3189,85 66086,05 87866,04 26565,20
MMP 260 K 16929,80+ 7509,59 5882,04 18860,50 + NS *
(Densidad éptica) 30352,25 4029,79 4379,50 12232,18
MMP2220K 5392,87 + 7661,59 = 1865,08 + 110194,29 + NS *
(Densidad éptica) 4413,93 4202,92 2079,80 111855,02
TIMP 1 7691,20 £ 5046,24+ 5164,12 + 34836,71 + NS *
(Densidad éptica) 524483 2220,00 3755,57 49776,70
TIMP 2 6515,67+ 6733,18+ 2815,44+ 2742 41 26121,71 + NS *
(Densidad éptica) 8199,75 4000,60 42234,05

Valores expresados en Media + Desviacion estandar y en valores absolutos
* Entre los grupos
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Grafico N°1, Niveles Metaloproteinasa 9 (MMP 9) segin serologia para Chagas y

presencia de hipertension arterial para la muestra estudiada (n= 71)
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Grafico N°2. Niveles Metaloproteinasa 9 (MMP 9) seglin patron geométrico de la muestra

estudiada. (n=71)
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Grafico N°3. Niveles Metaloproteinasa 9 (MMP 9) segun presencia de hipertension,

serologia para chagas y patrén geométrico de la muestra estudiada.
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Grafico N° 5. Correlacion de los niveles de MMP9 y el espesor relativo del ventriculo

izquierdo de la muestra estudiada. (N=71)
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Grafico N ° 7. Correlacion entre los niveles de MMP 9 y el patron geométrico del VI en los

pacientes seropositivos chagasicos en funcién de la presencia de Hipertension arterial.
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Tabal N° 4. Andlisis de Regresién Multivariable

MMP 9
Predictor R’ p
Patron Geométrico 0,811 < 0,001
Hipertension arterial 0,693 < 0,001

Variables incluidas en el modelo, no significativas: Serologia para Chagas, edad, sexo,

IMC.
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DISCUSION

El propésito de esta investigacion fue estudiar, mediante ecocardiografia
bidimensional y técnicas de Western Blott, la repercusioén anatomica y bioquimica de la
hipertension arterial sobre el corazén de pacientes chagésicos. Con este fin, se analizaron
las caracteristicas ecocardiogréficas de pacientes chagésicos hipertensos y no hipertensos y
se compararon con las de pacientes portadores de hipertension arterial esencial y sujetos
sero-negativos no hipertensos. Encontramos que el paciente chagasico hipertenso
experimenta un proceso de remodelacién similar al observado en los pacientes hipertensos
esenciales. La presencia del patrén de remodelado concéntrico y de hipertrofia concéntrica

fue semejante en los dos grupos de pacientes hipertensos sero-positivos y sero-negativos.

La repercusion bioquimica fue evaluada mediante la cuantificacién en sangre
periférica de las metaloproteinasas 2 y 9 y sus respectivos factores inhibidores. La
expresion de la metaloproteinasa 9, encargada de la sintesis y deposicion del colageno
intersticial, fue significativamente mayor en los pacientes hipertensos chagéisicos y no
chagasicos, en relacién a los sujetos sero-positivos y sero-negativos no hipertensos. Al
comparar los pacientes hipertensos entre si y los sujetos no hipertensos igualmente entre si,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Los pacientes con hipertrofia
ventricular concéntrica mostraron la mayor expresion de la metaloproteinasa 9 y ésta fue
mayor que la de los pacientes con remodelado concéntrico y que la de los sujetos no

hipertensos.

El analisis de correlacion demostré la existencia de asociacion estadistica positiva,

de la metaloproteinasa 9 con el espesor relativo de la pared ventricular y con la masa
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cardiaca indexada. Por otra parte, el analisis de regresién miltiple indica que, las variables
asociadas a la expresién de la metaloproteinasa 9, son la hipertension arterial y el patrén
geométrico. En otras palabras, los cambios morfolégicos y bioquimicos observados en los
pacientes hipertensos chagasicos son debidos a la sobrecarga de presién y no a la
enfermedad chagasica per se. Debemos destacar, ademas, la ausencia de aumento en la
expresion de la metaloproteinasa 2 indicativo de un franco predominio de los procesos de

sintesis del colageno vs los procesos de degradacion del mismo (23,24).

Los estudios ecocardiograficos de los pacientes chagésicos, que no son hipertensos
o diabéticos, muestran remodelacidn cardiaca de caracter excéntrico y alteraciones de la
motilidad segmentaria. Estas tltimas, se ven aproximadamente en el 20 al 40 % de los
pacientes chagésicos. La baja prevalencia de estas alteraciones pudiera explicar su
ausencia en nuestros pacientes chagésicos hipertensos (1-3, 9-12). De manera anecddtica
podemos reportar el haber visto un solo paciente, no incluido en esta investigacion, en el

que coexistia la hipertrofia concéntrica con alteraciones de la motilidad segmentaria.

Los mecanismos responsables de la activacion de las metaloproteinasas, encargadas
de la degradacién o sintesis del coldgeno son desconocidos. Sin embargo, modelos
animales de sobrecarga de volumen muestran predominio de los procesos de degradacion,
mientras que los modelos animales de sobrecarga de presiéon muestran predominio de la

sintesis y deposicion del colageno (22,24).

En resumen, nuestra investigacion clinica y transversal documenta, por primera

vez, la repercusion morfologica y bioquimica de la hipertension arterial sobre el corazon

44



del paciente chagéasicos. Nuestros resultados indican que el proceso de remodelacion
cardiaca de estos pacientes es semejante al observado en los pacientes hipertensos
esenciales. El marcado aumento en la expresion de la metaloproteinasa 9 y no de la
metaloproteinasa 2 sugiere un predominio de los procesos de sintesis del colageno sobre los
procesos de degradacion. Esto ultimo y la ausencia de alteraciones de la motilidad
segmentaria del ventriculo izquierdo explicarian porque estos pacientes se remodelan de

manera concéntrica y no excéntrica.
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LIMITACIONES

El nimero de pacientes en nuestro protocolo es reducido y la heterogeneidad de la muestra.

Sin embargo, los resultados son congruentes.
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1.

3.

CONCLUSIONES

El paciente chagasico con hipertension arterial sufre los mismos cambios de
remodelaciéon de la geometria del ventriculo izquierdo al igual que el paciente

hipertenso no chagésico.
Los marcadores bioquimicos del coldgeno intersticial, de pacientes chagésicos con
hipertrofia ventricular concéntrica e hipertension arterial son semejantes a los

observados en pacientes no chagasicos hipertensos.

Los predictores de aumento de los marcadores del colageno intersticial (MMP9),

son el patrén geométrico del VI y la presencia de HTA.
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CONSENTIMIENTO VALIDO INFORMADO

En el Instituto Autéonomo Hospital Universitario de Los Andes se estd realizando el
proyecto de investigacion titulado MARCADORES DEL COLAGENO
INTERSTICIAL EN PACIENTES CHAGASICOS CON GEOMETRIA
VENTRICULAR NORMAL O HIPERTROFIA VENTRICULAR CONCENTRICA,
EN PRESENCIA DE CO-MORBILIDADES.

Yo, C.L

Nacionalidad Estado Civil,

siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, duracion,
proposito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio que mas abajo indico,
declaro mediante la presente:

1.-Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla, de todos los aspectos
relacionados al proyecto de Investigacién titulado MARCADORES DEL COLAGENO
INTERSTICIAL EN PACIENTES CHAGASICOS CON GEOMETRIA
VENTRICULAR NORMAL O HIPERTROFIA VENTRICULAR CONCENTRICA,
EN PRESENCIA DE CO-MORBILIDADES.

2.-Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es:

Determinar el patron de expresion de las metaloproteinasas y el inhibidor de las
metaloproteinasas en pacientes Chagésicos con comorbilidad.

3.-Conocer bien el protocolo expuesto por el investigador, en el cual se establece que mi
participacion en el trabajo consiste en:

3.1.-Se me realizara interrogatorio sobre antecedentes de enfermedades personales y en mi
familia; ademas examen fisico que incluira las mediciones antropométricas.

3.2.-Me sera medido los niveles de metaloproteinasas y sus inhibidores y otros parametros
cardiovasculares (masa de ventriculo izquierdo, funcién diastélica del ventriculo izquierdo,
fraccién de eyeccion y volumen de la auricula izquierda) a través de un estudio
ecocardiografico transtoracico estandar.

3.3.-Debo donar al Laboratorio de inmunologia una muestra de sangre de 10 cc, la cual se

me extraera mediante puncidén venosa, previa asepsia y antisepsia de la region anterior del
antebrazo por una persona capacitada y autorizada por el referido laboratorio.
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4.-.Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente alguno para
mi salud, mas bien sera beneficioso.

5.-Que cualquier pregunta que yo tenga en relacion con este estudio, me serd respondida
oportunamente por parte del responsable de la investigacion: Dr. Gabriel Lopez, Telf
04148775521, Residente del Postgrado de Cardiologia del IAHULA, quien usara la
informacién obtenida para cumplir con su Trabajo Especial de Grado, o por la Tutora de la
investigacion: Dr. Diego Davila, Adjunto del Servicio de Cardiologia, Profesor Titular de la
Universidad de Los Andes.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO:

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis preguntas con respecto a
este formato de consentimiento:

A.- Acepto las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizo al equipo de
investigadores a realizar las evaluaciones ya descritas. Me comprometo a colaborar con el
cumplimiento de las indicaciones.

B.-Me Reservo el derecho de revocar esta autorizacién y donacidén en cualquier momento
sin que conlleve algin tipo de consecuencia negativa para mi.

Nombre: Cl

Fecha Lugar Firma:

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al Sr(a). , la
naturaleza del proyecto mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el
sujeto que firma este formulario de consentimiento comprende la naturaleza,
requerimientos, riesgos y beneficios de la participacion en este estudio.

Por el Equipo de Investigacion:

Responsable: Dr. Gabriel Lopez , CI: 16220875. Firma:

Tutor: Dr. Diego Davila. Firma:

Lugar y Fecha:
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