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I ARTICULO ORIGINAL @

Asociacion entre interleuquinas inflamatorias y la presencia
de trastornos intraventriculares de la conducciéon en pacientes
con serologia positiva para enfermedad de Chagas y funcién
ventricular conservada

Association between inflammatory interleukins and intraventricular conduction disturbances
in patients with positive serology for Chagas disease and preserved ventricular function

MARIO BRUNO PRINCIPATO™®, ANALIA PAOLUCCI™®, SILVIA MIRANDA> ©, MARIA GABRIELA LOMBARDI >, GUSTAVO SOSA> ©,
MARIA ALEJANDRA VON WULFFEN'™®, ROCIO VILLA FERNANDEZ'®, ALEJANDRO TOMATTI'-®, GUILLERMO DI GIROLAMO?
JUSTO CARBAJALES™

RESUMEN

Introduccion: Los trastornos intraventriculares de la conduccién constituyen una manifestacién habitual en los pacientes con
enfermedad de Chagas con funcién ventricular izquierda conservada. Se desconoce si su presencia puede estar asociada a
una mayor actividad inflamatoria.

Objetivos: Determinar si existe una correlacion entre los niveles de interleuquinas y la presencia de trastornos intraventricu-
lares de la conduccién en pacientes con serologia positiva para enfermedad de Chagas y fraccién de eyeccion ventricular
izquierda conservada.

Material y métodos: Se evalué a 22 pacientes con edades comprendidas entre 21 y 80 afos, seropositivos para enfermedad de
Chagas, de mas de 20 anos de evoluciéon y fraccién de eyeccién ventricular izquierda mayor del 50%. Se analizd, ademas, un
grupo control de 14 individuos sanos. Se determinaron las concentraciones en plasma de IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 (p70),
1L-15, IL-17A, MCP-1/CCL2, MIP-1 o/CCL3, TNF-a. e IL-2. Se considerd trastornos intraventriculares de la conduccion a la
presencia de bloqueo de rama derecha, hemibloqueo anterior izquierdo o bloqueo de rama izquierda.

Resultados: De los 22 pacientes con serologia positiva para enfermedad de Chagas, 10 presentaron trastornos de la intraven-
triculares de la conduccion (45,4%). En el grupo con trastornos intraventriculares de la conduccion, se observaron niveles
elevados de interleuquinas de alto efecto inflamatorio como INF-y, IL-15, IL-2 (p70), IL-12, MP1-qa, en comparacion al grupo
control, ademas de presentar altos valores de IL-10 como mecanismo modulador de una respuesta inmunitaria excesiva.
Conclusiones: La asociacion entre niveles elevados de interleuquinas y la presencia de trastornos intraventriculares de la con-
duccién plantea un posible proceso inflamatorio crénico para su desarrollo en pacientes chagéasicos con fraccién de eyeccién
ventricular izquierda conservada.

Palabras claves: Cardiomiopatia chagasica - Interleuquinas - Trastorno del sistema de conduccién cardiaco

ABSTRACT

Background: Intraventricular conduction disturbances are common in patients with Chagas disease and preserved left ven-
tricular ejection fraction, but their association with higher inflammatory activity is unknown.

Obijectives: The aim of this study was to determine the presence of an association between interleukin levels and intraven-
tricular conduction disturbances in patients with positive serology for Chagas disease and preserved left ventricular function.
Methods: Twenty-two patients between 22 and 80 years of age with positive serology test for Chagas disease with more than
20 years progression and left ventricular ejection fraction >50% were included in the study and compared with a control group
of 14 healthy individuals. Plasma levels of IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IL-15, IL-17A, MCP-1/CCL2, MIP-1 o/CCLS3,
TNF-a and IL-2 were measured in patients and controls. Right bundle branch block, left anterior hemiblock or left bundle
branch block were considered intraventricular conduction disturbances.

Results: Among the 22 patients with positive serology for Chagas disease, 10 presented intraventricular conduction disturbances
(45.4%). This group had elevated levels of interleukins with high inflammatory effect such as INF-y, IL-15, IL-2, IL-12, MIP-1
o, compared with the control group, and high levels of IL-10 as a regulatory mechanism of an excessive immune response.
Conclusions: The association between elevated levels of inflammatory interleukins and intraventricular conduction distur-
bances suggests that chronic inflammation may play a role in the development of these abnormalities in patients with positive
serology for Chagas disease and preserved left ventricular ejection function.

Key words: Chagas Cardiomyopathy - Interleukins - Cardiac Conduction System Disease
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Abreviaturas

BRD Bloqueo de rama derecha

BRI Bloqueo de rama izquierda

ECh Enfermedad de Chagas

FEVI Fraccion de eyeccion ventricular izquierda

HBAI Hemibloqueo anterior izquierdo

IL Interleuquina

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (ECh), también llamada
“tripanosomiasis americana”, es una enfermedad po-
tencialmente mortal causada por el parasito protozoo
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). (1)

Se calcula que en el mundo hay entre seis y siete
millones de personas afectadas por ECh, mayormente
en zonas endémicas de 21 paises de América Latina. Se
transmite a los seres humanos principalmente por las
heces o la orina de insectos triatominos (via vectorial),
los cuales presentan variados nombres, segtin la zona
geografica donde se encuentren. (2)

Del total de los pacientes afectados con ECh, se
estima que entre el 15% y el 30% desarrollan mio-
cardiopatia chagésica. Otras manifestaciones son los
trastornos de la conduccién cardiaca, manifestaciones
gastrointestinales y trastornos neurolégicos periféricos,
centrales y autonémicos. (3, 4)

El motivo por el cual la ECh se manifiesta de ma-
nera tan disimil, responde a diversas teorias, muchas
de las cuales se complementan entre si y contintian
en constante estudio. Sin embargo, conocer el modo
en que evolucionara la enfermedad continta siendo
impredecible.

Una de las ramas mas estudiadas es la que repre-
senta a la actividad inmunolégica. Los anticuerpos
de inmunoglobulina G circulantes (IgG) contra los
receptores muscarinicos M2 (Auto AC M2) han sido
asociados a la presencia de disautonomia temprana
en pacientes con enfermedad chagasica crénica, con
manifestaciones clinicas tales como bradicardia sinusal
o anomalias en la conduccién auriculoventricular. (5-7)

Otra linea de investigacién la constituye el estudio
de los autoanticuerpos contra receptores 1y 2 que
pueden ser producidos por los pacientes con miocar-
diopatia chagasica. (8) Estos autoanticuerpos, origi-
nalmente dirigidos contra el parasito, reconocerian
indistintamente antigenos similares en el huésped,
un fenémeno conocido como “mimetismo”. La rela-
cién entre su concentracion y el grado de afectacion
cardiolégica (arritmias complejas, disfuncién ventri-
cular, trastornos de la conduccién) contintia siendo
controvertida. (9)

La accién de las citoquinas y su concentracién fue
otro de los factores inmunoldgicos que ha sido evaluado,
mayormente en las etapas avanzadas de la enfermedad.
Sin embargo, ha sido escasamente estudiada en etapas
tempranas o asintomaticas. En algunos estudios, se

IL1 Interleuquina-1

IL3 Interleuquina-3

T. cruzi Trypanosoma cruzi

TIVC Trastornos intraventriculares de la conducciéon

TNF-a.  Factor de necrosis tumoral alfa

observo una correlaciéon significativa entre los niveles
de algunas citoquinas inflamatorias en plasma como
IFN-y, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-6 y
la disfuncién ventricular. Por el contrario, se hallaron
niveles bajos de IL-10 en los pacientes con disminucién
de la fraccién de eyeccion. (10)

Se desconoce si existe una relacién entre el perfil
de citoquinas, su concentracién y la presencia de
trastornos de la conduccion en las fases precoces de
la enfermedad.

OBJETIVOS

El objetivo de este estudio es determinar el nivel de
distintas citoquinas, tanto proinflamatorias como re-
guladoras en pacientes con ECh crénica asintomaticos
con fraccién de eyeccién normal y evaluar su relacién
con los trastornos intraventriculares de la conduccién
(TIVC).

MATERIAL Y METODOS

Se evaluaron 44 pacientes con ECh. Se incluyeron aquellos
con edades comprendidas entre 21 y 80 afos, seropositivos
para enfermedad de Chagas, con una antigiiedad de la infec-
cién de mas de 20 anos conocida por el paciente, certificada
por el médico tratante o por anélisis serolégico. Ademas, pre-
sentaban fraccién de eyeccién ventricular izquierda (FEVI)
mayor o igual al 50% valorada por ecocardiograma Doppler
color, dentro de los 12 meses previos a su inclusiéon. En el
caso de presentar marcapasos definitivo, una estimulacién
ventricular inferior al 50%.

Se constituyo, ademaés, un grupo control de 14 individuos
sanos de similar edad e igual proporcién de sexos, con sero-
logia para ECh negativa.

Fueron excluidos pacientes que rechazaron firmar el
consentimiento informado, con patologias conocidas graves
(excluida la cardiovascular) que generaran una expectativa
de vida menor de un afo, que estuvieran participando en
protocolos de investigacién 30 dias antes de la toma de la
muestra, aquellos con los que no se pudiera asegurar su
contacto personal o telefénico. Se excluyeron, ademas, sujetos
con abuso de alcohol o drogas en los tltimos 6 meses, clinica
y laboratorio de insuficiencia hepética (valor de transamina-
sas tres veces por encima del valor normal y bilirrubina >2
mg/dL ); con FEVI menor del 50% que recibieran drogas de
conocida accién sobre los parametros cardiovasculares consi-
derados (inmunosupresores, nitratos, estrogenos, estatinas,
antiinflamatorios no esteroideos, otros antiinflamatorios o
corticosteroides); con enfermedad coronaria en etapa aguda
o crénica; con indicacién de revascularizacion, angioplastia
coronaria o cirugia de revascularizacién miocardica en los
6 meses anteriores. No se incluyeron pacientes con insufi-
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ciencia renal (creatinina sérica >3 g/dL); con enfermedad
pulmonar obstructiva grave; con miocardiopatias dilatadas
de otras etiologias. Sumado a ellos se excluyeron pacientes
con diabetes, hipertensién arterial o enfermedades valvulares
significativas (aunque quedaron exceptuadas las secundarias
a dilatacion del anillo valvular mitral o trictispideo). Fueron
excluidos pacientes con marcapasos que presentaran estimu-
lacién ventricular mayor del 50% o que tuvieran patologias
autoinmunes (artritis reumatoidea, lupus, esclerodermia,
hepatitis B o C, entre otras).

Luego de la firma del consentimiento informado, se
confeccion6 una completa historia clinica y se realizaron
procedimientos diagnésticos y prondésticos correspondientes.
Se efectué ECG de 12 derivaciones y valoracion de FEVI
mediante ecocardiograma Doppler color.

Se procedié a la extraccién de sangre en ayunas, el total
obtenido (6 mL) se coloc6 en tubos Vacutainer con EDTA
(Becton, Dickinson, EE. UU.) y se centrifugaron inmediata-
mente durante 10 min a 1200xg. Se anadié inmediatamente
a cada plasma un céctel de inhibidor de proteasa recién pre-
parado (P8340, Sigma-Aldrich) (1% V/V). Luego se enviaron
los plasmas congelados al laboratorio IATIMET para tomar
alicuotas y almacenar a —20 °C hasta su analisis.

Las concentraciones de IFN-y en plasma, IL-1p, IL-6, IL-
10, IL-12 (p70), IL-15, IL-17A, MCP-1/CCL2, MIP-1 o/CCLS3,
TNF-estrogenos, estatinas, e IL-2 en pacientes y controles se
midieron mediante un ensayo multiplex de perlas magnéticas
que emplea el panel de citoquinas/quimioquinas humano
HCYTOMAG-60K (Merck Millipore, MO, EE. UU.), en un
equipo Magpix®. Cada muestra se cargé por duplicado. Se
trazaron los estdndares y se determinaron las concentraciones
usando el software xPONENT version 4.2 y se expresaron en
pg/mL. Todos los pacientes recibieron tratamiento estandar
acorde con las guias de tratamiento nacionales e internacio-
nales y tuvieron total libertad de retirarse del proyecto si asi
lo decidiesen. Se consideraron trastornos intraventriculares
de la conduccién (TIVC) a la presencia de bloqueo de rama
derecha (BRD), hemibloqueo anterior izquierdo (HBAI) o
bloqueo de rama izquierda (BRI).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se llevaron a cabo pruebas no
paramétricas: para las variables categdricas se utilizé la
prueba de Chi Square y Cramer V. Para la comparacion entre
dos variables numéricas se utilizaron las pruebas de Mann
Whitney U y Kolmogorov Smirnov Z. Se corrigié el valor
critico para las pruebas de hipétesis en 0,05.

Consideraciones éticas

La investigacion se condujo respetando la Resolucion del
Ministerio de Salud N° 1490/07, la letra y el espiritu de las
declaraciones de Nuremberg, Helsinki y sus enmiendas y la
Ley 3301 del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires “Pro-
teccién de Derechos de Sujetos en Investigaciones”. También

Con trastorno
de la conduccién

N (pacientes) 10

Edad (X + SD, afios) 61,30 + 13,36
Sexo (M, %) 6 (60)
Fey (X  SD) 59,60 + 6,28

Fey: Fraccion de eyeccion.

estuvo alcanzada por la legislacién del secreto médico y por la
Ley N° 25.326 de Proteccion de Datos Personales.

El estudio junto con el formulario de consentimiento
informado y la hoja de informacién para el paciente (FCI)
fue aprobado por la Comisién de Etica en Investigacion del
Hospital J. M. Ramos Mejia. En el acto de firma del consen-
timiento, se entregd un original al paciente.

RESULTADOS

Se evaluaron 44 pacientes, de los cuales 22 presenta-
ron FEVI disminuida y los restantes conservada. Este
ultimo grupo fue utilizado para el analisis. Se divid6 en
dos grupos, con TIVC y sin estos. Las caracteristicas
de la poblacién se desarrollan en la Tabla 1.

De los 22 pacientes con serologia positiva para ECh,
10 presentaron TIVC (45,4%). Del grupo sin TIVC,
la media de la edad fue de 50,92 (+ 7,1) anos, con
una FEVI del 62% (+ 7,07) y el 41,7% eran hombres.
Mientras que en el grupo con TIVC la edad fue 61,3
(£ 13,36) anos, con una FEVI del 59,60 % (+ 6,28) y
el 60% eran hombres.

Se compard la relacion entre los niveles de citoqui-
nas de los pacientes sin TIVC con el grupo control, sin
encontrarse diferencias significativas (Tabla 2). Segin
estas observaciones el grupo sin TIVC se comporta de
manera similar a la poblacién control.

Se observaron niveles mayores de interleuquinas
10, 2, 12 p70, 15, MP1-a, INFy y MP1-a en el grupo
con TIVC; al ser comparado con el grupo sin TIVC,
mostré diferencias significativas (Tabla 3).

DISCUSION

Los mecanismos inmunomediados e inflamatorios
subyacentes, resultado del contacto del sistema inmu-
nitario con el parasito, junto con las alteraciones del
sistema nervioso auténomo, parecerian estar implica-
dos en la transicién de la ECh de la forma asintomatica
hacia la forma cardiaca.

Existen dos subpoblaciones principales de linfoci-
tos T seglin sus marcadores y su funcionalidad, la de
linfocitos T' CD4+, o colaboradores, y la de CD8+, o
citotéxicos, ambas implicadas en el control de la infec-
cién por T cruzi. En un modelo de infeccién aguda en
ratones, la eliminacién de los linfocitos T' CD8+ incre-
ment6 la parasitemia, en tanto que, en los humanos,
la disminuci6n de los linfocitos CD4+, como ocurre en

Tabla 1. Caracteristicas de la
poblacion incluida en el trabajo

Sin trastorno p=
de la conduccion

12
50,92 £ 7,10 0,107
5(41,7) 0,392
62,00 = 7,07 0,539
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Tabla 2. Comparacién de los
niveles de interleuquinas entre
pacientes con ECh sin trastor-
nos de la conduccion y grupo
control

Interleuquinas

TNF-a (X, min.-max.)

IL-6 (pg/mL) (X, min.-max.)
MPC-1 pg/mL (X, min.-max.)
IL-10 (pg/mL) (X, min.-max.)
MP1-a (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-12 p70 (pg/mL) (X, min.-méax.)
IL-2 (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-1B (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-15 (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-17A(pg/mL) (X, min.-max.)
INF-y (pg/mL) (X, min.-max.)

Tabla 3. Comparacion de los
niveles de interleuquinas en
pacientes con ECh con trastor-
nos de la conduccion y sin estos

Interleuquinas

TNF-a. (X, min.-max.)

IL-6 (pg/mL) (X, min.-max.)
MPC-1 pg/mL (X, min.-max.)
IL-10 (pg/mL) (X, min.-max.)
MP1-a (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-12 p70 (pg/mL) (X, min.-max.)
IL2 (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-1B (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-15 (pg/mL) (X, min.-max.)
IL-17A(pg/mL) (X, min.-méax.)
INF-y (pg/mL) (X, min.-max.)

gamma.

la infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), permite la reactivacion del parasito, lo cual
indica que los linfocitos T son cruciales en el control
de la infeccién. (11)

Diferentes estudios han demostrado que los linfocitos
T CD4+ y CD8+ a través de sus citoquinas efectoras
cumplen funciones relevantes en el control de la multipli-
cacion de los parasitos durante las fases aguda y crénica
de la infeccion, pero paraddjicamente, tendrian un papel
importante, en la patogénesis de la enfermedad chagéasica
crénica. A su vez, los linfocitos Th1y Th17 diferenciados
apartir de linfocitos CD4, a pesar de ser importantes en el
control de la infeccion en fase aguda, tendrian una accién
deletérea durante la fase crénica. (12)

Por su parte, los linfocitos T CD8+ participan
en la citotoxicidad directa o mediante la produccion
de citoquinas como TNF-a. En pacientes con mayor

Controles Sin trastorno de conduccion
15,19 (9,8-23,48) 14,53 (10,78-34,76) 1,00
1,79 (0,0-7,01) 0,79 (0,00-3,81) 0,12
181,57 (94,20-228,34) 186,94(89,00-392,81) 0,57
18,48 (5,45-44,40) 9,83 (0,00-27,71) 0,09
10,61(0,0-21,50) 3,35 (0,00-9,20) 0,06
14,20 (5,43-28,60) 9,02 (2,93-15,09) 0,11
3,32 (1,13-5,60) 2,07 (1,14-3,18) 0,04
2,64 (0,84-4,43) 1,87 (0,67-2,89) 0,14
6,25 (1,32-12,30) 3,36 (1,37-7,74) 0,08
4,64 (1,82-9,58) 3,69 (0,83-6,87) 0,09
9,33 (4,62-33,46) 7,25 (2,43-10,55) 0,07

Con trastornos
de conduccion

Sin trastornos
de conduccion

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a, IL 6: Interleuquina-6, MPC-1: Proteina quimioatrayente de monocitos 1, IL-10:
Interleuquina 10, MP1-a.: Proteina inflamatoria del macréfago a, IL-12 p70: Interleuquina 12 con su subunidad p70, IL-2:
Interleuquina 2, IL-1 B: Interleuquina 1 beta, IL-15: Interleuquina 15, IL-17A: Interleuquina 17A, INF-y: Interferon gamma.

22,16 (11,89-39,21) 14,53 (10,78-34,76) 0,093
3,31 80,00-8,15) 0,79 (0,00-3,81) 0,059
194,78(74,76-402,08) 186,94(89,00-392,81) 1,000
24,49 (7,10-62,31) 9,83 (0,00-27,71) 0,007
10,33 (0,00-17,63) 3,35 (0,00-9,20) 0,013
13,20 (4,67-17,62) 9,02 (2,93-15,09) 0,034
2,70 (2,12-5,43) 2,07 (1,14-3,18) 0,020
2,62 (0,39-3,77) 1,87 (0,67-2,89) 0,295
7,09(2,11-10,33) 3,36 (1,37-7,74) 0,020
4,94 (1,73-9,71) 3,69 (0,83-6,87) 0,107
10,83 (5,85-24,13) 7,25 (2,43-10,55) 0,004

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o, IL-6: Interleuquina 6, MPC-1: Proteina quimioatrayente de monocitos 1, IL-10:
Interleuquina 10, MP1-a: Proteina inflamatoria del macréfago o, IL-12 p70: Interleuquina 12 con su subunidad p70,
IL-2: Interleuquina 2, IL-1B: Interleuquina 1 beta, IL-15: Interleuquina 15, IL-17A: Interleuquina 17A, INF-y: Interferén

compromiso cardiaco, se han observado altos niveles
circulantes de TNF-a. (13)

En los pacientes con miocardiopatia chagasica
crénica, se evidencié miocitolisis, infiltrado celular,
fibrosis intersticial y adelgazamiento de la membrana
basal de los cardiomiocitos. (14) En este infiltrado ce-
lular, se observan parches con predominio de linfocitos,
especialmente T CD8+ y CD4+. (15)

Por lo tanto, la inmunidad natural y adquirida
contribuyen al control parasitario y, de este modo,
al riesgo cardiovascular. Los mecanismos producidos
por la inmunidad natural ante la presencia del agente
patdégeno —en este caso, el parasito—inducen reacciones
inflamatorias. La respuesta inflamatoria se asocia a la
expresion de numerosas citoquinas, tales como inter-
ferén v, interferéon o, TNF-q, la interleuquina 1 (IL1)
y la interleuquina 3 (IL3). (12)
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Algunas citocinas proinflamatorias, como el TNF-q,
producido por monocitos y linfocitos, han mostrado una
correlacion positiva con el grado de dano cardiaco. (16)

La evidencia demuestra que los pacientes con mio-
cardiopatia chagasica, presentan una fuerte respuesta
inmune expresada por niveles mas altos de IFN-y,
TNF-a e IL-6 en comparacién con pacientes portadores
del parasito sin compromiso cardiaco y pacientes con-
troles normales. A su vez, los pacientes sin compromiso
cardiaco presentan niveles mas altos de IL-10. (17)

En los pacientes con ECh crénica asintomatica, se
demostré la presencia de niveles més elevados de pro-
duccién y secrecion de IL-10 por las células T regulado-
ras, en comparacion con pacientes con miocardiopatia.
La mayor expresion de IL-10 también se correlaciona
con una mejor funcién ventricular izquierda. (16)

En cuanto a las IL-17RA e IL-17A/F, su ausencia
durante la infeccion por T. cruzi pareceria tener como
resultado un aumento del parasitismo tisular y una
menor respuesta de células T CD8+ especificas de
parasitos. Por lo tanto, las IL-17RA e IL-17A son con-
sideradas factores criticos para mantener la inmunidad
de las células T CD8+ a T: cruzi. (18)

En nuestro trabajo no hallamos diferencias en las
concentraciones de IL17 A entre los pacientes con
TCIV y sin estos. Por el contrario, se encontraron
concentraciones mayores de IL10 en los pacientes con
FEVI conservada y TIVC en comparacién a los que no
los tenia. Ademas, se observaron mayores concentra-
ciones de citoquinas inflamatorias como las MP1-q, la
interleuquinas 2, 12, 15y el INF-y en el grupo con TIVC.

CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio indicarian que en la
etapa de la ECh donde se evidencian trastornos intra-
ventriculares de la conduccién con FEVI preservada
(etapa B1) se encuentra un aumento de citoquinas
proinflamatorias como el MIP1-a la IL-2, 12, IL-15
y el INF-y, ademas de niveles elevados de IL-10, que
actuaria como un factor regulador del proceso inflama-
torio. Por otra parte, se evidenciaron niveles elevados
de citoquinas inflamatorias mas activas, como la IL-6 y
TNF-q, sin alcanzar niveles de significacién estadistica.
Hasta el momento, no se conocia esta relacion entre el
sistema inmune y la presencia de TIVC de la conduccién
en pacientes chagasicos con FEVI conservada.
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