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Diversos trabajos han observado asociacién entre polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
de genes en diferentes cardiomiopatias. Con los avances biomédicos logrados a partir de la secuen-
ciacion del genoma humano, se ha logrado una mejor compresion de la patogénesis de diferentes
enfermedades a partir de la identificacion de marcadores genéticos de riesgo (polimorfismos relacio-
nados con enfermedades). En este sentido poco se conoce de lo que sucede con la fisiopatogenia de
la Miocardiopatia Chagasica Crénica.

Cabe preguntar, si la presencia de Trypanosoma cruzi (T.cruzi) es un factor determinante en
la evolucion hacia el deterioro de la funcién cardiaca y para contrarrestar la infeccion, el huésped, res-
ponde y activa un conjunto de mecanismos de defensa (inmunes e inflamatorias) que persisten en
el tiempo. Podriamos atribuir parte de la responsabilidad de la variabilidad en la expresion de sintomas
y evolucion de la Enfermedad de Chagas a caracteristicas genéticas propias de cada individuo que per-
miten que se pongan en marcha mecanismos moleculares adaptativos acorde a la composicién gené-
tica del huésped, para poder sobrellevar la funcién cardiaca con la mayor normalidad y no poner en
riesgo la vida.

Desentrafiar la incognita de cuales son los polimorfismos de genes, que actGian como factores
de riesgo e identificar fenotipos intermediarios es importante para comprender las claves de las vias
metabdlicas y fisiologicas involucradas en una enfermedad. La seleccion de la variable clinica y las
caracteristicas biologicas de los genes candidatos, para detectar un perfil de riesgo de evolucién, cons-
tituye un conocimiento que surge de las investigaciones genéticas en una condicién compleja como
la Miocardiopatia chagasica. Muchas publicaciones se han realizado buscando asociaciones clinicas
y polimorfismos genéticos, de genes que codifican proteinas relacionadas con eventos inmuno-infla-
matorios, una de las principales hipdtesis que explicarian la presentacion clinica de la Miocardiopatia
chagasica, atin no alcanzan a definir un perfil genético de riesgo o protectivo. La identificacién de
moléculas implicadas en vias metabdlicas relevantes, pueden conducir a potenciales blancos de in-
tervencién terapéutica.

Nos propusimos analizar en individuos infectados con T.cruzi, polimorfismos presentes en

genes, que codifican proteinas, podrian estar implicados en la fisiopatogenia de la miocardiopatia
chagasica. Para ello se resolvié identificar polimorfismos de tres genes: 1) SOD (superdxido dismu-
tasa) enzima antioxidante involucrada en mecanismos protectores celulares. Ademas de polimorfis-
mos en el gen de 2) Endotelina 1- y 3) receptor A- factores de severa vasoconstriccion del endotelio
vascular, lo cual provoca o agrava patologias miocardicas , pulmonares, renales etc.
El anilisis molecular se llevo a cabo en ADN extraido de glébulos blancos de pacientes chagasicos
crénicos confirmados con diferente grado de miocardiopatia, pacientes cardiépatas no chagasicos (hi-
pertensos) e individuos sin alteraciones cardiacas detectables y sin serologia (sanos), a fin de establecer
una posible relacién entre los polimorfismos analizados con la afeccién miocardica.

Observamos que, en la mayoria de los casos, las poblaciones analizadas, cumplen con el equi-
librio de Hardy Weinberg . Indicando que se puede considerar a las tres poblaciones como genética-
mente semejantes.

En este proyecto se encontré una asociacién significativa entre la poblacién masculina chagasica y la
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baja frecuencia del genotipo homocigota CC del polimorfismo H323H del gen del receptor A de en-
dotelina. Otro resultado interesante es la relacién del polimorfismo Ile/Thr del gen del SOD-Mn con
la variante genética Ile/Thr + Thr/Thr, entre pacientes chagasicos y controles sanos. Por otra parte,
este polimorfismo se relaciona significativamente en pacientes no chagésicos sanos, con las variables
plasmaticas de Fosfatasa alcalina, acido Urico, triacilgliceroles y otros.- Tambien se detecté en mujeres
Chagiasicas jovenes, una alta probabilidad de manifestar alteraciones ecocardiograficas , (R=5.87, IC
= 1,47-23.39) que implica, de cada 10 mujeres chagasicas pre-menopausicas, seis tienen posibilidad
de tener alteraciones en el EcoCG, mientras que entre las hipertensas jévenes es dificil que se detecte
anomalias. Lo que explicaria la inaccion de estrogenos protectivos en la CCC (Cardiopatia Chagasica

Cronica).
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Several studies have shown an association between single nucleotide polymorphisms of genes
in different cardiomyopathies. With biomedical advances achieved from the human genome sequen-
cing, it has gained a better understanding of the pathogenesis of various diseases from the identifi-
cation of genetic markers of risk (disease-related polymorphisms). Thus little is known about what
happens to the pathogenesis of chronic Chagas cardiomyopathy.

One may ask, if Cruzi Trypanosoma (T. cruzi), is a determining factor in the evolution of the
deterioration of cardiac function and to counter the infection, the host responds and activates a series
of macanismos defense (immune and inflammatory) that persist over time.

We could attribute part of the responsibility of the variability in the expression of symptoms,
signs and evolution of Chagas disease, a genetic characteristics of each individual, which allow mo-
lecular mechanisms put in place adaptive according to the genetic makeup of guest, in order to cope
with heart function more normally and not life risking. Unraveling the mystery of what are the poly-
morphisms of genes, acting as risk factors and identify intermediate phenotypes, it is important to
understand the physiological and metabolic pathways involved in a disease. The selection of the va-
riable clinical and biological characteristics of the candidate genes to detect a risk profile of evolution
is a knowledge that comes from genetic research in a complex condition as Chagas
Cardiomyopathy.Many publications have been looking for clinical associations and genetic polymor-
phisms of genes encoding proteins related to immuno-inflammatory events, one of the main hypo-
theses explain the clinical presentation of Chagas Cardiomyopathy, yet fail to define a risk or protective
factor . The identification of molecules involved in important metabolic pathways can lead to potential
targets for therapeutic intervention.

We decided to analyze in individuals infected with Trypanosoma cruzi, polymorphisms pre-
sent in genes that encode proteins could be involved in the pathogenesis of chronic Chagas cardiom-
yopathy. This was resolved identify polymorphisms of three genes: 1) SOD (superoxide dismutase)
antioxidant enzyme involved in cell protective mechanisms. Besides gene polymorphism 2) Endothe-
lin 1 and 3) Receiver A - be factors in vascular endothelium constriction which causes or aggravates
myocardial diseases, lung, kidney and other .

Molecular analysis was performed on DNA extracted from white blood cells from chronic
chagasic patients, confirmed with different degrees of cardiomyopathy, non-chagasic cardiac patients
(hypertensive) and individuals without detectably cardiac abnormalities without serology, in order to
establish a possible relationship between analyzed polymorphisms with myocardial involvement.

We note that in most cases the populations analyzed, complying with Weimberg Hardi ba-
lance. Stating that one can consider the three populations as genetically similar.

In this project, we found a significant association between Chagas male population and the
low frequency of homozygous genotype CC H323H polymorphism, the gene A endothelin receptor.
Another interesting result is the relation of polymorphism Ile / thr Mn-SOD gene with the gene va-
riant Ile / Thr + Thr-Thr, among chagasic patients and healthy controls .Moreover, this polymorphism
was significantly related to healthy chagasic patients with variable plasma alkaline phosphatase, uric

acid, triacylglycerols, and others. Also detected in young chagasic women, a high probability of echo-
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cardiographic abnormalities. R 5.87, CI = 1.47, 23, 39.which implies, of 10 pre-menopausal women
chagasic six is likely to have abnormalities on echocardiography. While among the young hypertensive,
it is difficult to detect anomalies, which would explain the inaction of protective estrogen in Chronic

Chagasic Cardiomyopathy.
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La enfermedad de Chagas es causada por el Trypanosoma cruzi, (T.cruzi), parasito intracelular,
diseminado por insectos hematéfagos, que en nuestro pais, esta representado por el Triatoma infectans,
conocido como vinchuca. Cuando un insecto infectado, deja excrementos contaminados con el paré-
sito proximo al sitio de la deyeccion en el individuo; la persona puede provocarse la infeccién al frotarse
en la herida y luego en los ojos, la nariz, o una escoriacién en la piel. La enfermedad también puede
diseminarse a través de transfusiones de sangre, 6rgano donado o de madre a hijo durante el emba-
razo (68), o lactancia. En los nifios es frecuente la picadura directa en la regién ocular (chagoma de
inoculacién). Y segin algunas publicaciones, por alimentos contaminados.(33, 43 y 19). En nuestro
pais la incidencia de personas infectadas llega a cifras de entre 2 y 4 millones, ademas, 7 millones de
individuos expuestos en zonas endémicas y son aproximadamente 23 millones los infectados en La-
tinoamérica. (50, 55 y 40).

El curso de la infeccién se caracteriza por una fase aguda inicial, en la que, el sujeto puede
manifestar fiebre, sintomas tipo gripales, eritema cutineo y/o edema palpebral, se identifican para-
sitemia y parasitos tisulares. Lo cual desencadena una respuesta inmunoldgica (serologia) persistente
Estos sintomas tempranos suelen desaparecer espontineamente. Sin embargo, si no se trata, pueden
causar complicaciones cardiovasculares (miocardiopatia dilatada) y digestivas (mega 6rganos) graves
en un porcentaje de la poblacion. La actual medicaciéon apunta a erradicar al parasito, especialmente
en etapas iniciales (17, 19 y 40).

Pasada la etapa aguda, el paciente transcurre por un estado de infeccién cronica leve, carac-
terizado por serologia positiva con baja evidencia de parasitos y de signos de enfermedad. Sin em-
bargo, estudios longitudinales han demostrado, 15 a 20 afios después de la infeccion primaria,
aproximadamente que una tercera parte de los individuos desarrollan lesiones cardiacas ( 30%), di-
gestivas (8 a 10 %) o mixtas irreversibles. (31 y 50). En América, se estima miocardiopatia chagasica
provoca 45.000 muertes por afio (42). Con 600.000 miocardiopatias dilatadas, detectadas solo en Ar-
gentina (16,19 y 40).

Si bien la erradicacion de la vinchuca y el control de los dadores de sangre se reflejan en la
reduccién de casos agudos, queda latente la atencién de los ya infectados para prevenir su evolucion
hacia la miocardiopatia y/o estabilizarla cuando estd declarada. En la actualidad existe un importante
debate acerca de la utilizacién de antiparasitarios en el periodo sin sintomas evidentes de la enferme-
dad con el objeto de reducir el dafio cardiaco posterior (42 y 45).

En nuestro pais, la manifestacion mas grave de la enfermedad de Chagas es la miocardiopatia
chagésica croénica (CCC) (50). Existen diferentes hipétesis para explicar por qué algunos pacientes
con Enfermedad de Chagas evolucionan progresivamente hacia el dafio cardiaco. La persistencia de
parésitos en el corazdn de los pacientes y la respuesta auto-inmune son las hipétesis que actualmente
intentan explicar la patogénesis de la enfermedad cardiaca en el Chagas crénico (42). Biopsias y estu-
dios pos-morten han documentado la presencia de parésitos en el corazén de pacientes con Enfer-
medad de Chagas (31y 33). Se ha demostrado que la presencia de T.cruzi circulantes en sangre de
pacientes chagasicos, identificada por PCR, se correlaciona significativamente con la presencia de ha-

llazgos clinicos, indicadores de dafo cardiaco, apoyando la hipétesis de que el parasito tiene un rol
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activo en la evolucién de la fisiopatologia de la miocardiopatia chagésica (6). Sin embargo, la causa
definitiva que explique la progresion de la enfermedad, aun no ha podido ser demostrada, ni tampoco
por qué no todos los pacientes evolucionan hacia el dafio cardiaco de la misma manera, ni en el mismo
tiempo.

En la enfermedad de Chagas se observa pacientes con persistencia de parasitos en biopsias de
miocardio, sin o con dafio muy limitado (pacientes en fase intermedia), que tienen una expectativa normal
de vida, mientras que pacientes con persistencia de parasitos con dafio de miocardio difuso y anticuerpos
contra receptores adrenérgicos o colinérgicos, con arritmias o sintomas de estado final de la enfermedad
(fase congestiva), la sobrevida disminuye en 12 afios de seguimiento de 50% a 22% (16 y 20).

Si la persistencia del parasito y la respuesta autoinmune son responsables de la inevitable
progresion de esta enfermedad endémica, es importante preguntarse. ¢Es la persistencia del parasito
potencialmente patolédgica por igual a todos los infectados? ¢Por qué drogas no especificas influencian
favorablemente la historia natural en algunos pacientes crénicos? ;Por qué uno de cada cuatro evolu-
ciona hacia la fase crénica? ¢Existe el mismo dafio celular?.

Con este panorama de interrogantes, ha tomado interés, el estudio del perfil genético modi-
ficador de patologias, genes que no estan involucrados en la génesis de la enfermedad, pero que mo-
difican la severidad de la expresion fenotipica de los sintomas que la misma desarrolla (18). Por
ejemplo, para mantener la funcién cardiaca, independiente de la patologia, se activan mecanismos
adaptativos morfologicos y bioldgicos, denominados en conjunto: remodelamiento cardiaco, y que se
ponen en marcha cuando el dafio del miocardio alcanza al 20% de la masa del ventriculo izquierdo.
Debido a la presencia de segmentos no funcionales del miocardio se sobrecargan las areas funcionales
del corazén, lo que induce alargamiento y dafio parasimpatico y entre otras acciones provoca sobre-
expresion de moléculas biolégicamente activas como angiotensina II y endotelina, entre otras. Las
cuales tienen una accién potente y directa, con efectos toxicos sobre el corazén , iniciando un ciclo vi-
cioso con pérdida de funciéon de miocitos y sobrecarga cardiaca (68, 40). Este mecanismo adaptativo
de remodelacion y activacion , lleva varios afios y explicaria porque permanecen asintomaticos estos
pacientes y mejoran con antagonistas neuro-hormonales. (17 y 19)

La existencia de individuos infectados con Trypanosoma cruzi, sin dafo cardiaco evidente,
que habitan zonas endémicas, nos indican que una proporcién de los mismos son capaces de con-
trarrestar los dafios por T. cruzi. Se puede especular entonces que, factores genéticos de cada huésped
participarian activamente en la evolucién de las manifestaciones de la enfermedad de Chagas.

E190% de la diversidad fenotipica humana proviene de las variaciones heredadas en una sola
base o single nucleotide polymorphism (SNP). Es la menor alteracién que puede experimentar la se-
cuencia de ADN de un individuo, y se origina por intercambio reciproco de nucleétidos (35y 57) . La
variabilidad fenotipica de los sintomas y evolucién de CCC no se explica por una alteracién genética
simple en el individuo infectado, ni por la sola presencia del paréasito. Recientes datos ponen en evi-
dencia el rol de genes modificadores y factores ambientales en las enfermedades cardiovasculares
(26). Diversos trabajos han observado asociacién entre polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)

de diferentes genes y un cuadro de mayor gravedad en distintas miocardiopatias (34).
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Con los avances biomédicos logrados a partir de la secuenciaciéon del genoma humano se ha
logrado una mejor compresion de la patogénesis de diferentes enfermedades a partir de la identifica-
cién de marcadores genéticos de riesgo (polimorfismos relacionados con enfermedades) . En este
sentido poco se conoce de lo que sucede con la fisiopatogenia de la CCC.

Entre los factores que podrian estar implicados en la fisiopatogenia de la miocardiopatia cha-
gasica podemos identificar a Endotelina-1 (ET-1), péptido vasoconstrictor y sus receptores; especial-
mente el receptor —A. (11). Brugada R.y col. informaron en pacientes masculinos con cardiomiopatia
hipertréfica una asociacion con un determinado genotipo de la endotelina-1 y el didmetro del ventri-
culo izquierdo (11). Se observd que pacientes con insuficiencia cardiaca crénica manifiestan elevadas
concentraciones de ET-1 en plasma. En relacién con estos datos, Salomone O) observé que en pacien-
tes con CCCy signos de dafio cardiaco presentaban elevados niveles de endotelina plasmatica com-
parado con pacientes chagasicos sin sintomatologia cardiaca (53).

Las Endotelinas (ET) son sintetizadas por diferentes tipos celulares: vasculares, de musculo
liso, epitelio bronquial, leucocitos, macréfagos, cardiomiocitos y células mesangiales. Existen tres iso-
formas de endotelina (ET-1, ET-2, ET-3) constituidas por 21 aminoacidos. Cada uno de los péptidos
(ET-1, ET-2, ET-3) son codificados por un gen independiente en un cromosoma determinado. Las tres
endotelinas, son sintetizadas como pre-hormonas y, posteriormente, procesadas a péptidos activos.
Figura 1. Esquema de las isoepecies de ET (a) y sitios de accién (b y c).

Tomada de: Endocrinology. An integrated approach. Chapter 8 Cardiovascular and renal endocrinology. Copyright © 2001 (22)
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El proceso de la biosintesis de la ET-1 humana se desarrolla en el citosol de las células endo-
teliales, el ARN mensajero (ARNm) codifica la pre-proendotelina de 212 aminoacidos que a través de
la accién proteolitica de una endopeptidasa la transforma en Big-endotelina de 39 aminoacidos. Este
fragmento sufre la accion de la enzima convertidora de endotelinas (ECE-1), que es una metaloendo-
proteasa que rompe la union triptéfano 21-valina 22 (Trp21-Val22), transformandola en endotelina-1
de 21 aminoacidos que es el péptido activo. El 75% de la ET-1 se libera hacia células musculares ad-
yacentes al endotelio, donde se une a receptores especificos actuando como una sustancia
paracrina/autdcrina y no como una hormona. (21)

La ET-1 induce vasoconstriccion, es pro-inflamatoria, pro-fibrosis y tiene accion potencial-
mente mitégena. Es un importante factor en la regulacion del tono vascular y participa en la remode-
lacién vascular. Estos efectos son mediados a través de dos tipos de receptores ET-A y ET-B, que
pertenecen a la superfamilia de los receptores acoplados a proteina G. Los receptores ET-A estan lo-
calizados principalmente en el musculo liso vascular y son responsables de inducir la proliferacion
celular y vasoconstriccion mientras que los receptores ET-B se encuentran en las células endoteliales
y son mediadores en la relajacién vascular (5).

El gen de ET-1 ocupa 5,5 kb en el cromosoma humano 6, tiene 5 exones y 4 intrones. La se-
cuencia codificante del péptido maduro esta ubicada en el exén 2. El exén 1 contiene la region 5’ sin
traducir (UTR) y el ex6n 5 la porcién de la region 3’ sin traducir.

Figura 2. Homo sapiens endotelina 1 (EDN1) Homo sapiens
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El gen del ET-A ocupa 40 kb en el cromosoma humano 4, y contiene 8 exones (51).

Figura 3. ET-A endotelina receptor type A [ Homo sapiens ] .
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Diferentes autores han analizado las regiones codificantes y no codificantes del gen de ET-1y sus re-
ceptores, a fin de identificar variantes que puedan asociarse con diferentes patologias. Las frecuencias
alélicas encontradas, se comparan entre individuos afectados con una determinada patologia e indi-
viduos sanos. De esta manera se identifica marcadores polimoérficos en los genes que nos permiten
determinar la relevancia funcional y la participacion de esas variantes génicas asociadas a enferme-
dades cardiovasculares. Se ha estudiado el rol de los genes de endotelina y sus receptores, en la pre-
disposicion al infarto de miocardio, hipertension arterial y en el desarrollo de cardiomiopatia

hipertréfica, entre otras (44, 32y 36).
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Existen numerosos estudios que asocian el polimorfismo +138/ex1ins/del A gen de ET-1 con
manifestaciones clinicas de afeccién cardiovascular, tales como didmetro del ventriculo izquierdo, en-
durecimiento del endotelio vascular, y aumento de presion arterial en poblaciéon obesa (63). El poli-
morfismo C/T del exén 6 del gen del receptor A de la endotelina, fue asociado con prediccién de
sobrevida en pacientes con cardiomiopatia dilatada (15, 38). A continuacién se muestran los polimor-

fismos humanos del eje endotelina analizados en asociacién a patologias:
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TABLA N°1. IDENTIFICACION DE SNPS DEL SISTEMA ENDOTELINA,
LOCALIZACION Y RELEVANCIA FUNCIONAL

éen SNP Fenotipo Asociacion \
asociado/Enfermedad  significativa
preproET-1 -1370T>G EAU, IFG SI
IMVI SI
PS NO
T-37/in2C PS(hombre) SI
IMVI NO
+138/ex1 del/ins CMID NO
FCC SI
Niveles ET-1 en plasma  SI
PS, IMVI NO
+862G>T/Ala288Ser(ex6n5) HT NO
+5665G>T/lys198asn(ex6n 5) CMID NO
PS SI
EAU, IFG SI
PS, IMVI NO
PS(mujer) SI
Niveles de ET-1 en vitro NO
Gen del SNP Fenotipo Asociacién
receptor de ETA asociado/Enfermedad  significativa
-231A>G CMID NO
PS, IM NO
PS SI
ECVP NO
+69C>T/His323His(exon 6) HTA No
+69C>T/His323His(exon 6) Nasofaringeo carcinoma Si
+105 A>G/Glu335Glu(exén6) PS, IM No
+211C>G(ex6n 8) PS SI
+1222C>T(ex6n 8) ECvVP No
+1363C>T(ex6n 8) CMID SI
K +1363C>T(ex6n 8) HTA esencial SI /

EUA: excrecién urinaria de albiimina; IFG: indice de filtracién glomerular; IMVI: indice de masa ventricular
izquierdo; PS: presién sanguinea; CMID: cardiomiopatia idiopatica dilatada; FCC: falla cardiaca congestiva;

HTA: hipertension arterial; ECVP: enfermedad cerebral de los vasos pequefios; IM: Infarto del miocardio.
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Diferentes autores sugieren que el paciente chagasico presenta alterados los sistemas celula-
res de regulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), conduciendo a un estrés oxidativo que dafia
a los complejos mitocondriales y a la funciéon de la mitocondria. Los resultados muestran un incre-
mento del estrés oxidativo paralelo a la progresién de la enfermedad chagasica (47). El estrés oxidativo
es un estado en el que se detecta un desequilibrio entre la capacidad antioxidante de la célula y los
agentes oxidantes, ocurre como consecuencia del incremento en la produccién de (ERO) o cuando el
sistema antioxidante es ineficiente (1). El estrés oxidativo es la principal respuesta ante una infeccién
parasitaria (57), el mismo produce multiples cambios y la mayoria de ellos, eventualmente, pueden
provocar la muerte celular (24).

El dafio celular producido por el estrés oxidativo ocurre sobre diferentes moléculas, como li-
pidos en lo que se produce peroxidacién de acidos grasos, que altera la permeabilidad de la membrana
celular produciendo edema y muerte celular. Una vez que se inicia, este proceso forma una cascada
de reacciones con produccién de radicales libres, formacion de peréxidos a partir de los acidos grasos
insaturados; y una vez formados, estos radicales libres son los responsables de los efectos citotoxicos
(25). Se observa, también, oxidacién de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y metionina;
ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por tltimo hay formacién de grupos
carbonilos. Se describen que ocurren fen6menos de mutaciones sobre el ADN mitocondrial, pérdida
de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas de
las bases, delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cro-
mosémicos y demetilacién de citosinas del ADN que activan genes (47 y 51).

Entre los agentes antioxidantes se encuentra la enzima superdxido dismutasa, que en su
forma mitocondrial es dependiente de Manganeso. (SOD-Mn). El analisis del polimorfismo del pép-
tido sefial de la SOD-Mn muestra que la substituciéon de T por C (val ala) induce un cambio confor-
macional de 1dmina- a -hélice en la secuencia que orienta en el péptido a la mitocondria. El
aminodacido valina en esa posicién desestabiliza la conformacién en hélice dando lugar a la formacion
de estructura beta (Fig.3). La variacion alanina-valina en el péptido sefial de la SOD-Mn afecta la efi-
ciencia en el procesamiento de la enzima (66 y 72).

El precursor de la proteina con alanina en el péptido sefal, serfa mas eficientemente trans-
portado al interior de la mitocondria que el precursor con el péptido sefial del tipo valina. Con este tl-
timo ocurriria un pobre reconocimiento del péptido sefial por el receptor en la membrana interna de
la mitocondria. Ademas, si el péptido sefial es removido ineficientemente puede reducir el nivel de la
actividad enzimaética de la proteina importada dentro del compartimiento mitocondrial, como es el
caso de la SOD-Mn. Estudios in vitro demostraron que los niveles basales de actividad de SOD-Mn
seria mayor en el genotipo ala/ala, seguido por los genotipos ala/val y val/val. La variante valina estaria
presente en concentraciones menores en la mitocondria. En este caso, el individuo portador del ge-
notipo val/val para SOD-Mn tendria menor resistencia al estrés oxidativo que los individuos con las
otras variantes (57). Esto concuerda con los hallazgos realizados por Sutton y col, que reportaron que
el precursor SOD-Mn que contiene el alelo alanina genera un 30-40% mas del homo-tetramero activo

en la matriz mitocondrial que el precursor con valina (60).
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cDNA

atg
61 ttgagccggg cagtgtgegg caccageagg cagctggg gtatctgggc
121 tccaggcaga agcacagect ccccgacctg cectacgact acggegecct ggaacctcac
181 atcaacgcgc agatcatgea getgeaccac agcaageacc acgeggecta cgtgaacaac
241 ctgaacgtca ccgaggagaa gtaccaggag gegttggeca agggagatgt tacagcccag
301 atagctcttc agectgeact gaagttcaat ggtggtggte atatcaatca tagceatttte
361 tggacaaacc tcagccctaa cggtggtgga gaacccaaag gggagttgct ggaagecatce
421 aaacgtgact ttggttcctt tgacaagttt aaggagaagc tgacggctge atctgttggt
481 gtccaaggct caggttgggg ttggcttggt ttcaataagg aacggggaca cttacaaatt
541 gctgcttgtc caaatcagga tccactgeaa ggaacaacag gecttattee actgetgggg
601 attgatgtgt gggagcacgc ttactacctt cagtataaaa atgtcaggec tgattatcta
661 aaagctattt ggaatgtaat caactgggag aatgtaactg aaagatacat ggcttgcaaa
721 aagtaa

gct ccg gtt ttg

val

get ccgflttg
ala

Figura. 3. Conformacion del péptido senal de la SOD-Mn.

1 MLSRAVCGTS RQLAPALGYL GSRQKHSLPD LPYDYGALEP HINAQIMQLH HSKHHAAYVN 60
61 NLNVTEEKYQ EALAKGDVTA QIALQPALKF NGGGHINHSI FWTNLSPNGG GEPKGELLEA 120
121 IKRDFGSFDK FKEKITAASV GVQGSGWGWL GFNKERGHLQ IAACPNQDPL QGTTGLIPLL 180
181 GIDVWEHAYY LQYKNVRPDY LKAIWNVINW ENVTERYMAC KK

La numeracién de los residuos comienza desde el residuo N-terminal del péptido sefial, 1a po-

sicién -9 del polimorfismo corresponde al residuo 16.

MLSRAVCGTSRQLAPALGYLGSRQ

_ AWWARRARARRR

é o 1]

MLSRACGTSRQLAPVLGYLG SRQ

_/\MANWVW\/\MN\/\H___

i
La numeracién de los residuos comienza desde el residuo N-terminal del péptido sefial, la posicion -9 del

polimorfismo corresponde al residuo 16.
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Ambrosone y col, han informado que la variante alélica -9Ala incrementa el riesgo de cancer
de mama (3), mientras que Mitrunen y col asociaron ese alelo a enfermedades motoras como Parkin-
son (41). Todas enfermedades en cuya patogénesis participan activamente radicales libres. Por ejemplo
Hiroi describié una asociacion estadisticamente significativa entre el homocigota portador del alelo
Val/Val codificado por el gen de la superdxido dismutasa dependiente de Mn y sintomatologia grave
en pacientes con cardiomiopatia dilatada idiopatica no familiar, en poblacion japonesa (29).

Otro polimorfismo detectado en el gen de la SOD-Mn, se produce por un cambio de nucle6-
tidos en la region codificante (posicion 339 en el ex6n 3) que determina en la posicién 58 de la proteina
treonina (ACA) en lugar de isoleucina (ATA). Esta variaciéon se encuentra en el corazén del paquete
de las cuatro hélices en la interfaz tetramérica de la enzima nativa. La variante Ile58 ThrMnSOD des-
estabiliza el tetrdmero y produce principalmente dimeros en solucién y es menos termoestable que
la enzima normal (8), causando una disminucién de la actividad enzimética (71) y consecuentemente
un aumento de superéxidos provocando dafio oxidativo. La estructura cristalografica de I1e58Thr SOD-
Mn revela defectos estructurales en esta variante que son responsables del desmontaje tetramérico,

disminucioén de la estabilidad térmica, y el aumento de inactivacion térmica. (fig 4)

Figura 4.- Estructura de la SOD-Mn, determinada por la densidad electrénica

A SOD-Mn Thr 58 y B SOD-Mn lle 58, se observa que el tripéptido 27-29 queda hacia la izquierda en com-

paracion con A . Tomado de :Human Mitochondrial Manganese Superoxide Dismutase Polymorphic Variant Ile58Thr Reduces

Activity by Destabilizing the Tetrameric Interface (8) .
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVO GENERAL
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Si se considera que la presencia de Trypanosoma cruzi (T.cruzi) es un factor determinante en
la evolucion hacia el deterioro de la funcién cardiaca y que para contrarrestar la infeccion, el huésped
activa un conjunto de mecanismos de defensa (inmunes e inflamatorios) que persisten en el tiempo,
podriamos atribuir parte de la responsabilidad de la variabilidad en la expresion de sintomas y evolu-
ci6én de la Enfermedad de Chagas, a caracteristicas genéticas propias de cada individuo que permiten
que se pongan en marcha mecanismos moleculares adaptativos, diferenciales acorde a la composicion
genética del huésped para poder mantener la funcién cardiaca con la mayor normalidad y no poner
en riesgo la vida.

Se conoce que la participacion de genes cuyos productos modularian la severidad de expre-
sion de la enfermedad cardiaca. Consideramos que el amplio margen de signos clinicos que se ob-
servan en la cardiomiopatia chagéasica puede deberse a la presencia de mutaciones en estos genes
modificadores del genoma del huésped, que con su expresiéon modificarian el grado de respuesta de
los mecanismos compensatorios, que participan en el mantenimiento de la funcién cardiaca y la re-
sistencia al parésito.

Desentrafar el rol de los polimorfismos de genes, actuarian como factores de riesgo e iden-
tificar fenotipos intermediarios es importante para comprender las claves de las vias metabdlicas y fi-
siolégicas involucradas en una enfermedad. La seleccién de la variable clinica y la razonabilidad
biolégica de los genes candidatos para detectar un perfil de riesgo de evolucién constituye un conoci-
miento que surge de las investigaciones genéticas en una condicién compleja como la cardiomiopatia
chagasica. Definir el fenotipo de la cardiopatia chagéasica tiene sus limitaciones y controversias clinicas,
ya que se trata de una condicién heterogénea. Muchos articulos publicados, buscan asociaciones cli-
nicas y polimorfismos genéticos de genes que codifican proteinas relacionadas con eventos inmuno-
inflamatorios, una de los principales hipdtesis que explican la clinica chagasica, los resultados a los
que arriban no alcanzan a definir un perfil genético de riesgo o protectivo. La identificaciéon de molé-
culas implicadas en vias metabdlicas relevantes, pueden conducir a potenciales blancos de interven-
cién terapéutica. Mejorar nuestro conocimiento molecular puede conducir a mejorar el diagnéstico,
teniendo en cuenta que la genética del individuo puede influenciar sobre la progresiéon de Cardio-
miopatia Chagasica, posiblemente modulando los sintomas y signos.

En esta Tesis, se propone como hipbétesis, analizar en individuos afectados por Trypanosoma
Cruzi, los polimorfismos de genes, de factores que podrian estar implicados en la patogenia de la
miocardiopatia chagasica. Para ello identificaremos polimorfismos del gen de la SOD-Mn. (superéxido
dismutasa-manganeso) enzima antioxidante involucrada en mecanismos protectores celulares. Ade-
mas de polimorfismos en el gen de Endotelina 1- y de su receptor A- factores que producen severa va-
soconstriccion del endotelio vascular, que provocan o agravan patologias miocardicas y pulmonares.
Para ello se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar las frecuencias genotipicas, mediante la amplificacién de secuencias polimor-

ficas y fragmentos de restriccion de diferente longitud (RFLP), los polimorfismos del gen de supero-
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xido dismutasa dependiente de Mn (SOD-Mn) y de los genes de Endotelina-1 y su receptor A, en la
poblacion de pacientes chagasicos, hipertensos y sanos.

2. Evaluar la participacion de los polimorfismos de Endotelina-1y su receptor A, como deter-
minantes pronodstico de pacientes asintomaticos y sintomaticos hipertenso y chagasicos.

3. Observar si los diferentes genotipos se asocian con mayor riesgo de dafio cardiaco tanto en
pacientes chagasicos comprometidos y cardiépatas no chagasicos.

4. Evaluar la influencia del polimorfismo de los genes modificadores sobre la
susceptibilidad/resistencia y evolucién de la infeccién de T.cruzi en pacientes cardiépatas chagasicos.

5. Contribuir al conocimiento de los mecanismos que explicarian la fisiopatogenia de la Car-
diomiopatia chagésica crénica para una mejor toma de decision en la prevencion de lesiones irrever-

sibles y tratamiento efectivo.
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MATERIALES Y METODOS
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Se seleccionaron 201 pacientes entre los 25 y 75 afos de edad, que asistieron en forma con-
secutiva a los consultorios de Clinica Chagas e Hipertension, Servicio Clinica Médica del Hospital
Cordoba, de la ciudad de Cérdoba, Argentina. Todos completaron un cuestionario sobre antecedentes
familiares de enfermedades cardiovasculares y se les realizé una completa anamnesis y examen fisico.
Se procedi6 de acuerdo con la declaraciéon de Helsinki y firmaron un consentimiento informado antes
de la admisién. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la institucién. Se excluyeron pa-
cientes con hipertensién secundaria, Neoplasias, Colagenopatias, obesos mérbidos y mujeres emba-
razadas.

Luego del examen fisico general, se les realiz6 electrocardiograma de 12 derivaciones en re-
poso (ECG), ecocardiografia transtoracico bidimensional Doppler (EcoCG) y radiografia de Toérax
(Rx), en los servicios de Cardiologia y Diagnostico por imagenes del Hospital Coérdoba. Las lecturas
de las técnicas no invasivas fue informada por observadores independientes.

En el Laboratorio central del Hospital, a cada sujeto se le extrajo muestras de sangre para re-
alizar las pruebas bioquimicas rutinarias y determinacion serologica de la EC. Se valor¢ la funcién
hepatica, renal, lipidos en plasma y perfil metabélico: AST: aspartato aminotransferasa (normal <38
Ul/ml), ALT: alanina aminotransferasa o glutamico/piruvico transaminasa (normal 41 Ul/ml), LDH:
lactato deshidrogenada (normal <480 UI/ml), FA: fosfatasa alcalina (normal<270 UI/mL), TG: trigli-
céridos (normal<150 mg/dl), colesterol total( normal<200 mg/dl HDL-col: Lipoproteina de alta den-
sidad (normal >40 mg/dl), LDL: lipoproteina de baja densidad (normal <100 mg/dl), Creatinina
normal 0.7 - 1.4 mg/dl, Urea normal < 40 mg/dl, Acido Urico (AC) normal <6 mg/dl).-

Se diagnosticaron como pacientes chagdsicos a aquellos que presentaron dos o mas pruebas
serologicas cuantitativas positivas segtn lo indicado por la OMS (IFI positivo 1:32, Ensayo de inhi-
bicién por hemaglutinacién HIA 1:28) y no Chagdsicos en caso de resultar negativas (46).

Segtn el Consenso de Enfermedad de Chagas Mazza (16), se clasific6 a las pacientes en asin-
tomdticos o sin sintomas evidentes cuando presentaron Rx de térax, ECG y EcoCG y datos clinicos nor-

males, o en sintomdticos cuando al menos una de las evaluaciones fue anormal.

El grupo sintomdticos, fue subdividido en:

« Subgrupo 1 caracterizado por pacientes con Rx de térax con hipertrofia cardiaca; ECG con
bloqueo completo de rama derecha (BCRD), Hemibloqueo anterior izquierdo (HBAI) y/o alteraciones
de repolarizacién y/o extrasistoles ventriculares; y fraccion de eyeccién ventricular izquierda (FEVI)
del 50%.

« Subgrupo 2 pacientes con hipertrofia cardiaca y cambios en el ECG como BCRD, HBAI,
bloqueo A-V, Fibrilacién Auricular, signos de cardiopatia isquémica y FEVI inferior al 40%.

. Subgrupo 3 pacientes con cardiomegalia severa, insuficiencia cardiaca; arritmias, FEVI in-
ferior al 30%, y dilatacién de cavidades cardiacas. Bloqueo trifasicular.

Para estudiar el efecto estrogénico en las mujeres, se dividieron a las pacientes en premeno-
pdusicas cuando fueron menores de 55 afios de edad al momento de la inclusion en el proyecto y con

niveles de estrogenos entre 40-350 pg/mL y posmenopdusicas, pacientes mayores de 55 afios de edad
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al momento de la inclusion en el proyecto y niveles de estrogeno menores de 30 pg/ml). Las mujeres
con valores de estrogenos por fuera de los limites determinados fueron excluidas del trabajo. El grupo
de pacientes No Chagasicos segtn la determinacion seroldgica, fue clasificado con igual criterio que
los pacientes chagasicos; y se denominaron hipertensos segtin el JNC VILI.. (49)

La presion arterial (PA) se registr6 en sujetos de ambos sexos, mayores de 18 afios segn las
guias establecidas en el JNC VII, .utilizando el método auscultatorio con esfigmomanémetro de mer-
curio debidamente calibrado y validado, siguiendo el protocolo de la Asociacién Americana del Cora-
zon. El dia de la determinaciéon los sujetos no consumieron cafeina, tabaco, drogas
simpaticomiméticas ni otras drogas que afecten a la PA en las 24 hs. previas. Evitaron el ejercicio
fisico y mantuvieron su vejiga vacia al menos 15 minutos antes de la medicién. Posteriormente reto-
maron la medicacion habitual. (49).-

Se Seleccionaron 28 individuos sin infeccién demostrada por serologia, y sin alteraciones de
la presién arterial como grupo control sano, a los efectos de comparar sus frecuencias genotipicas y

alélicas con los individuos afectados (chagasicos y no chagasicos).

ANALISIS MOLECULAR

El analisis molecular se llev6 a cabo en ADN extraido de glébulos blancos de pacientes cha-
gasicos cronicos confirmados con diferente grado de miocardiopatia. pacientes cardidpatas hiperten-
sos e individuos con pardmetros de laboratorio y evaluaciones cardiologicas compatibles con la
normalidad, fueron incluidos como controles sanos; a fin de establecer una posible relaciéon entre los
polimorfismos analizados con la afeccién miocardica.

Una alicuota de la muestra de sangre venosa, cuya extraccion se realizé en el laboratorio cen-
tral del Hospital Cordoba; se mezcl6 con anticoagulante EDTA (etilendiamino tetraacético), bajo con-
diciones de bioseguridad y refrigeracion fue trasladada a la Catedra de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias. Médicas para la extraccién de ADN por métodos convencionales
y realizar el analisis de los Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) propuestos, mediante ampli-
ficacién de una secuencia polimorfica por la reaccion en cadena de la polimerasa, y a continuacion
analisis del largo de los fragmentos de restriccion, generados por la digestién de enzimas de restriccion
especificas para cada polimorfismo (PCR-RFLP).

A la sangre de cada paciente se le agreg6 igual volumen de solucién de lisis constituida por
10mM Tris/HCL pH 7,6; 10mM MgCl2; 10mM KCL y detergente IGEPAL (SIGMA) para disgregar
membranas celulares. Después se centrifugd y al sedimento nuclear se lo resuspendié con 10mM
MgCl2; 0,5 M NaCl; 5% SDS; 2mM EDTA. El aislamiento de los acidos nucleicos se realizé mediante
extraccion de fenol estabilizado con Tris/HCL pH 8 y luego dos veces con fenol/cloroformo/isoamilico
(25:24:1). La fase acuosa se transfirié a otro tubo y se precipité el ADN con etanol absoluto frio en
presencia de acetato de sodio 3M, pH 5. La mezcla se dej6 reposar 12 hs a -20 °C. Luego de centrifugar

el ADN se resuspendid en agua estéril libre de nucleasas y se conservé a -4° C hasta su uso (59).
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El ADN se cuantific6 mediante determinacién de la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro
(Beckman Coulter DU 640). La calidad del ADN purificado se determiné mediante analisis electrofo-
rético utilizando un gel de agarosa al 0,8% en buffer Tris/Bérico/EDTA pH 7.8, tefiido con bromuro

de etidio (59).

ANALISIS DE POLIMORFISMOS

La determinacién de polimorfismos se realiz6 mediante corte con enzimas de restricciéon de
fragmentos de ADN (RFLP), previamente amplificados por PCR. Luego de la digestion, los productos
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa Nusieve (SIGMA) al 3 %, o en gel de polia-
crilamida no desnaturalizante al 8% (SIGMA), con Buffer TBE 5X pH 7,8. El ADN en los geles se vi-
sualizé mediante tinciéon con una solucion de 50 g/ml de bromuro de etidio.

Para corroborar que los reactivos no estuvieran contaminados con ADN se preparé un tubo
control negativo sin ADN y un control positivo de la reacciéon con primers para amplificar una region

de 330 pb del gen humano de Actina. Todas las reacciones se realizaron por duplicado.

TABLA N°1. POLIMORFISMOS ANALIZADOS

/Localizacién Posicién Cambio de Cambio de Abreviatura \
nucleétidos aminoacidos

ETA receptor  +69 C/T His/His(H323 H323H(C/T)
Ex6n 6
ET-1 +138 A/- Sin traducir +138ex1ins/dela
Exén 1
gen de 47 T/C Ala/val Ala-9-val
SOD-Mn
codon 9
gen de 5777 T/C Ile/thr 1le58Thr
SOD-Mn

KCod(’)n 3 /
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DETECCION DEL POLIMORFISMO H323H(C/T) DEL GEN DEL RECEPTOR
A DE ENDOTELINA-1

El polimorfismo H323H (C/T) se identificé amplificando un fragmento de 172 pb mediante
una mezcla de reaccién constituida por 100 ng de ADN gendémico, Buffer Green 1X (Promega), 0.5
U Taq Polymerase (Promega), dNTPs 200 mM, 2 M de los siguientes primers: 5'-
TTTTTCCACTTTCCTITTAG-3" y 5-GGTATGATCCTGTGTACTCG-3" y 2 mM MgCl2, en un volu-

men final de 20 L, en un termociclador Biometra T-personal. El perfil de temperaturas que permitié
la amplificacion fue: desnaturalizacion inicial a 94° C por 2 minutos, luego 30 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 51 °C por 30 segundos y 72 °C por 45 segundos; finalmente una extensiéon de 72 °C por 2
minutos.
Para detectar el posible cambio de nucleétidos el producto de PCR se enfrent6 a la enzima
Afl IT (Metabion Internacional AG). La reaccion enzimatica estaba constituida por 15 1 del producto
de PCR, Buffer 10X (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCL (pH 7.9), 10 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol,
200 g/ml BSA, y 50% glicerol) y 5 U de Afl IT en un volumen final de 20 1. La mezcla de reaccién se
incubb toda la noche a 37° C.
La enzima Afl IT reconoce al siguiente sitio de restriccién
55CVTTAAG 3
3’GAATTACS
La presencia de C, en el sitio de restriccién, ¥, produjo fragmentos de 83 y 89 pb. En cambio, la pre-
sencia de T no determina un sitio de restriccién para la enzima Afl IT y por lo tanto el fragmento no

se digiere (15) Foto N° 1.

DETECCION DEL POLIMORFISMO +138/EX1INS/DEL A
DEL GEN DE ENDOTELINA-1

La presencia del +138/ex1ins/del A del exon 1 del gen de la endotelina-1 se determiné me-
diante amplificaciéon de un fragmento de 127 pb en termociclador (Biometra T-personal) mediante
una desnaturalizacion inicial a 95° C por dos minutos, y luego 35 ciclos de 95° C por 30 segundos,
72° C por 30 segundos y 72° C por 60 segundos; finalmente una extensién de 74° C por 7 minutos.
La reaccion de PCR se llevo a cabo con una mezcla constituida por 100ng de ADN genémico, Buffer
Green 10X (Promega), Taq 1U, dNTPs 0,1 mM, 2 mM de los siguientes primers:
5"CGCCTCCGCAGTCCCAGCTCTCCACC G-3y 5"TCAAAGCG ATCCTTCAGCC
CAAGTGCCGTTT-3"y 2 mM CIMg2 en un volumen final 20 1.

El producto de la reaccién de PCR se enfrentd con la enzima Bsl I (BioLabsinc).La reaccion
estaba constituida por 10 1 producto de PCR, NE Buffer 3 1X (100mM NaCL, 50mM Tris-HCL, 10
mM MgCl2, 1mM DTT), y 2 U de enzima Bsl I en un volumen final de 20 1. La enzima reconoce la

secuencia 5’-CCNNNNNNNGG-3’ y detect6 dos genotipos posibles, uno con un tnico fragmento de
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127 pb, y otro con dos fragmentos de 29+98 pb (65).
La enzima Bsl I I reconoce al siguiente sitio de restriccion:
5'CCNNNNN V¥V NNGG 3°
3’GGNN ¥ NNNNNCC 5°
Si no esta presente el nucle6tido Adenina la digestién produce dos fragmentos de 98 y 27 pb
de largo, y se denominara al polimorfismo 3A/3A. En cambio si esta presente una adenina el producto

amplificado no sera digerido por la enzima y se genera la variante 4A/4A.

Figura N°1. RFLP del polimorfismo del gen del Receptor A y del polimorfismo del gen de Endotelina-1
1 2 3 4 5 6 7

1100 pb
500 pb
172 pb
—> 127 pb
100 pb P
89 pb 98 pb
83 pb
29 pb

Productos de restriccion del gen del polimorfismo del Receptor A (ET(A): carril 1-3; y Productos del polimor-
fismo del gen de Endotelina-1(ET-1): carril 5-7.carril 1: homocigota TT; carril 2: homocigota CC; carril 3: he-
terocigota CT; carril 4: 100 bp marker (Promega); carril 5: heterocigota 3A/4A; carril 6: homocigota 3A/3A;
carril 7: homocigota 4A[/4A.

DETECCION DEL POLIMORFISMO ALA-9VAL DEL GEN DE LA SUPEROXIDO
DISMUTASA DEPENDIENTE DE MN (MN-SOD)

Se amplific6 un fragmento de 91 pb que contiene el polimorfismo ala/val en un termociclador
(Biometra T-personal) mediante una desnaturalizacién inicial a 94°C por 6 minutos, y luego 35 ciclos
de 94 °C por 1 min, 62 °C por 1 min, y 72 °C por 1 min, y finalmente una extensioén a 72°C por 10
min. La reacciéon de PCR se llevo a cabo con una mezcla constituida por 100 ng de ADN genémico,
Buffer Green 1X (PROMEGA), Taq 0.5 U, dNTPs 10mM, 5 pM de cada uno de los siguientes primers:
5'CCAGCAGGCAGCTGGCACCG-3"y 5TCCAGGGCGCCGTAGTCGTAGG-3, 2.5 mM MgCl2, y
0,5 ul DMSO, en un volumen final de 25 pl.
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Para detectar el polimorfismo ala/val el producto de PCR se traté6 con Age I (BioLabs
(5000U/pl). La reaccién estaba constituida por 17ul del producto de PCR, NE Buffer 1X (10 mM Bis-
Tris/ Propil-HCI, 10 mM MgCl2, 1mM DTT, pH 7,5) y 0,2 U de Age I en un volumen final de 20 L.
La mezcla de reaccion se incubd a 37° C toda la noche. La enzima Age I reconoce al siguiente sitio de
restriccién:

5’AV¥ CCGGT 3
3TGGCCAAS

Siel codén -9 es GTT (Val) la digestién producira dos fragmentos de 17y 74 pb de largo. En cam-
bio si el codén -9 es GCT (Ala) el producto amplificado no serd digerido por la enzima (29) (foto N°2).

Figura N°2 Andlisis electroforético de los productos de digestion con Age 1.

100 bp
91

74 pb

Banda
inespecifica

74 pb

1 2 3 4 5 6 7 8

Gel de Poliacrilamida al 12% tefido con bromuro de etidio para el anilisis del sitio de restriccion del poli-
morfismo ala-9val del gen SOD-Mn. 1-producto de PCR sin sitio de restriccion, corresponde a un homocigoto
alanina/alanina, Los carrilles 2, 3, 4, 5 y 8 presentan heterocigotos con una banda de 91 pb sin cortar, y otras
de 74 y 17 pb digeridas; 6-marcador de peso molecular 100 bp (Promega) 7- homocigoto valina/valina con

bandas de 74y 17 pb.
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DETECCION DEL POLIMORFISMO ILE58THR DEL GEN DE LA SUPEROXIDO
DISMUTASA DEPENDIENTE DE MN (MN-SOD)

El polimorfismo Ile58Th se identific6 amplificando un fragmento de 140 pb mediante una
mezcla de reaccién constituida por 100 ng de ADN gendémico, Buffer Green 1X (Promega), 0.5 U Taq
Polymerase (Promega), dNTPs 200 mM, 5pmol de los siguientes primers: 5"-AAGCTCCTCCCAT-
TATCTAATAGC-3"y 5-TCAGTCCAGGCTGAAGAGAT-3"y 10% DMSO en un volumen final de 50
L, en un termociclador Biometra T-personal. El perfil de temperaturas que permitié la amplificacién
fue: desnaturalizacion inicial a 94° C por 5 minutos, luego 35 ciclos de 94 °C por 60 segundos, 55 °C
por 60 segundos y 72 °C por 60 segundos; finalmente una extension de 72 °C por 5 minutos.

Para detectar el posible cambio de nucleétidos el producto de PCR se enfrent6 a la enzima
EcoR V (Metabion Internacional AG). La reaccién enzimatica estaba constituida por 17 1del producto
de PCR, 21 Buffer R+ Tango 10X (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCL (pH 7.9), 10 mM MgCl2, 1 mM di-
thiothreitol, 200 g/ml BSA, y 50% glicerol) y 1 U de EcoR V en un volumen final de 20 1. La mezcla
de reaccién se incub6 toda la noche a 37° C.

La enzima EcoR V reconoce al siguiente sitio de restriccién
5'GATATC.. 3°
3°'CTATAG... 5

La presencia de AT o TA , genera un sitio de restriccién que reconoce la enzima EcoR V y
produjo fragmentos de 120 y 20 pb, que corresponden al codén para Ile. En cambio, la presencia de
CA o AC no determina un sitio de restriccion para la enzima y por lo tanto el fragmento no se digiere
(14), Foto N°3.

Figura N° 3; RFLP del polimorfismo 1le58Thr del gen de SOD-Mn

1 2 3 4

Gel de agarosa nusieve al 3% mostrando productos del polimorfismo lle58Thr del del gen de SOD-Mn: carril
1: homocigota para Thr/Thr ; carril 2: 100 bp marker (Promega) C; carril 3: homocigota para lle/ile; carril 4
heterocigota thr/ile
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ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos se obtuvieron por conteo directo.
Se calcul6 el Equilibrio de Hardy-Weinberg con el software GENEPOP. La prueba 2 se aplico para el
andlisis de la distribucién genotipica.

El analisis estadistico fue ajustado por edad y sexo. Las diferencias en las variables clinicas y
bioquimicas entre grupos se evaluaron mediante analisis de 2 o prueba de Irwin-Fisher. El valor p
menor 0,05 fue considerado estadisticamente significativo. El analisis de regresion logistica se utilizo
para correlacionar polimorfismos genéticos de riesgo de la enfermedad. El riesgo relativo de los dife-
rentes genotipos se estimé mediante el calculo de la odds ratio (OR) y el 95% intervalo de confianza
(IC). Se analiz6 por prueba estadistica Kruskal Wallis no paramétrica la interaccion entre polimorfis-
mos genéticos y los valores plasmaticos bioquimicos. Los andlisis se realizaron con SPSS version 15

(Chicago, Illinois, EEUU) INFOSTAT (23)
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RESULTADOS
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION

Se reclutaron, acorde a los criterios de inclusion y firmaron el consentimiento de participar
en el proyecto, 201 pacientes que concurrieron a los consultorios externos de Clinica médica, Hiper-
tensién Arterial y Chagas del Hospital Cérdoba. De ellos 72 (36%) fueron considerados chagasicos
segtn las determinaciones serolégicas y 129 (64%) hipertensos por cifras acordes al VII reporte del
Joint National comité.

En la Tabla N° 1 se presentan los datos demograficos y las principales caracteristicas clinicas
de los dos grupos de pacientes. La edad promedio de los individuos infectados con T.cruzi fue 61.1+11
y la de los no infectados fue 56+14, esta mayor de edad de los individuos con Chagas no resulté un
factor estadisticamente contundente para observar mayor severidad en la lesioén cardiaca entre los
miembros de este grupo. No se observaron diferencias estadisticas en relacién al género, y es de des-
tacar que tampoco se observa ninguna diferencia estadistica en los pardmetros bioquimicos que eva-
ltan glucemia, la funcion hepatica, renal y lipidos en sangre. La evaluacién cardiaca por Rx de térax
mostr6é mayor proporcion de individuos no chagasicos con cardiomegalia grado I (p<0.03), mientras
que la cardiomegalia grado II y IV fue estadisticamente mas frecuente en los pacientes con Chagas
(p<0.0001). Son mas frecuentes los trastornos de repolarizacién de grado 2 (p<0.05) y afecciéon elec-
trocardiograficas mas severas (p<0.02) entre los portadores de T.cruzi. Las imagenes del EcoCG mues-
tran que la mayoria de pacientes Hipertensos no presentan alteraciones significativas (p<0.0001),
mientras que las alteraciones mas severas y fracciéon de eyeccién < de 50 se detectan entre los pacientes

chagasicos.
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TABLA N° 1: DATOS DEMOGRAFICOS Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS GRUPOS

DE PACIENTES.

/ Chagasicos Hipertensos ] \
N 72 129
Edad 61+11 56+14 <0,005
Sexo
Femenino 48 (66,7%) 77 (59,7%) 0,407
Masculino 24 (33,3%) 52 (40,3%9 0,407

Glucemia 95 (87-107)* 94 (84-109)* 0,782
CPK 92 (76-134)* 90 (70-120) 0,358
LDH 332496 343+104 0,457
Creatinina 0,89 (0,76-1,07)* | 0,87 (0,75-1,04)* 0,718
Colesterol 221+56 214457 0,415
TG 15666 161+83 0,666
HDL-col 49+11 49+12 0,854
LDL 126+35 124+36 0,526
Rx

Sin alteraciones (0) 9 (12,9%) 26 (21,9%) 0,179

cardiomegalia grado I (1) 11 (15,7%) 37 (31,1%) <0,03

cardiomegalia grado II (2) 30 (42,8%) 50 (42,0%) 0,964

cardiomegalia grado III y IV (3) 20 (28,6%) 6 (5,0%) <0,0001
ECG

Sin alteraciones (0) 9 (12,5%) 29 (23,8%) 0,09

BCRD+ HBAI + HVI grado 1 16 (22,2%) 42 (34,4%) 0,103

+ cambios isquémicos grado 2 41 (56,9%) 50 (41,0%) <0,05

+ FA o Bloqueo A-V completo grado 3 6 (8,4%) 1(0,8%) <0,02
EcoCG

Sin alteraciones (0) 13 (18,3%) 73 (59,8%) <0,0001

FE 50% + dilatacién de cavidades-grado 1| 18 (25,4%) 25 (20,5%) 0,542

FE menor de 40%- grado 2 3 (4,2%) 8 (6,6%) 0,711

FE menor de 30% + dilatacion de 37 (52,1%) 16 (13,1%) <0,0001

Kcavidades- grado 3

Los numeros representan el nimero de individuos y entre paréntesis el porcentaje y *mediana (rango inter-

cuartilico 25th-75th), la edad se expresa como la media mas menos desvio estdndar. Los valores de p en ne-

grita son estadisticamente significativos. Nivel de significacién p<0.05

Valores Normales: Glucemia normal entre 70 mg/dLy 110 mg/d, CPK valores normales entre 24 a 194 U/ml,

LDH <480 Ul/ml, AP <270 Ul/mL, Creatinina 0.7 - 1.4 mg/dL, , Colesterol < 200 mg/dl, TG < 150 mg/dI,

HDL-chol >40 mg/dl, LDL<100 mg/dI.

37



TESIS DOCTORAL - DR. OscAR CHRISTIAN LASSEN

ANALISIS POR EDAD Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS
PACIENTES CHAGASICOS Y NO CHAGASICOS

Para toda la poblacién estudiada, se determino la edad de 50 afios como punto de corte. Se
clasificaron los pacientes chagasicos y no chagasicos (hipertensos) segtn los criterios indicados en
material y métodos: asintomaticos y sintomaticos, éstos tltimos en subgrupos I, IT y I1I de severidad

clinica creciente. Los datos se presentan en la tabla N°2.

TABLA N°2 DISTRIBUCION DE PACIENTES CHAGASICOS E HIPERTENSOS SEGUN EL
GRADO CLINICO MAYORES Y MENORES DE 50 ANOS.

/ 50 afios 51 afios ) \
Grado clinico Chagasicos Hipertensos chagasicos Hipertensos
Asintomatico 6 (44.7%) 26 (68%) 9 (55.6%) 11 (32 %) 0.214
Sugbrupo I 2 (20%) 11 (32%) 9 (80%) 26 (68%) 0.188
Subgrupo I | 4 (38.5%) 1 (3.6%) 9 (61.5 %) 26 (6%) 0.334
Subgrupo III 1(2.9%) 0 33 (97.1%) 28 (100%) 0.0001

\ Total 13 (25%) 38 (74.5%) 58 (39 %) 91 (61%) J

Los niimeros representan el nimero de individuos y entre paréntesis el porcentaje. Los valores de p en ne-

grita son estadisticamente significativos. Nivel de significacién p<0.05

Se observa que los pacientes mayores de 51 afios son los mas frecuentes en el estudio (149
individuos), de ellos el 39% son chagasicos y el 61% Hipertensos. Entre los jovenes (49) los mas fre-
cuentes son los Hipertensos (74.5%). Segtin lo esperado los pacientes mayores, tanto chagasicos como
hipertensos, son los que presentan afecciones cardiacas severas de manera que, no se observan dife-
rencias estadistica entre los dos grupos. Entre los asintomaticos son los pacientes no chagasicos jo-
venes, la mayor proporcion. Entre el grupo de individuos 50 afios es estadisticamente mas frecuente

observar pacientes chagasicos con afeccién cardiologica.
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ANALISIS POR GENERO DEL GRADO DE AFECCION CARDIOVASCULAR
EN PACIENTES CHAGASICOS E HIPERTENSOS

TABLA N23: DISTRIBUCION DE PACIENTES CHAGASICOS E HIPERTENSOS SEGUN EL
GRADO CLINICO Y EL GENERO

4 Masculino Femenino P \
Grado Clinico | Chagasicos Hipertensos Chagiésicos Hipertensos
Asintomaticos | 2 (8.3%) 5 (10.2%) 7 (14.9%) 22 (28.4%) 0.417
Sugrupo I 2 (8.3%) 28 (53.1%) 12 (25.5%) 27 (35.1%)

Subgrupo I 8 (33.3%) 11 820.4%) 5 (10.6%) 22 (28.4%)
Subgrupo 1T | 12 (50%) 8 (16.3%) 24 (48.9%) 6 (8.1%)
\Total 24 (33.3%) 52 (40.3%) 48 (66.75) 77 (59.7%) %

Los niimeros representan el nimero de individuos y entre paréntesis el porcentaje. Los valores de p en ne-

grita son estadisticamente significativos. Nivel de significacién p<0.05

Las mujeres son mayoritariamente asintomaticas, pero se observan menor proporcién de
mujeres chagasicas con esta condicién. Los pacientes con mayor grado de severidad son chagasicos

independiente del género.

ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN PACIENTES CHAGASICOS
E HIPERTENSOS SEGUN CLINICA

Los datos obtenidos de las determinaciones bioquimicas de pacientes con sintomatologia cli-
nica cardiaca (Sintomaticos) y de aquellos sin sintomas cardiacos evidentes por técnicas no invasivas
(Asintomaticos) al momento del examen, para los pacientes Chagasicos se muestran en la Tabla N°
4 yenlaTablaN°5 lade los pacientes hipertensos.

Se observan que los variables que evaluaron la funcion hepatica, renal. Glucemia y lipidos en
plasma no muestran diferencias significativas entre pacientes asintomaticos y sintomaticos Chagasi-
cos (Tabla N23), mientras los pacientes hipertensos sintomaticos muestran valores de creatinina, acido

urico, urea, fosfatasa alcalina, y triglicéridos plasmaticos significativamente elevados .
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TABLA N°4 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES BIOQUIMICAS EN PACIENTES CHAGASI-

COS ASINTOMATICOS Y SINTOMATICOS.

/Variable bioquimicas

~

QD L-col

Asintomaticos Sintomaticos P
GOT 26.67 £ 9.42 30.17 + 31.87 >>0.10
GPT 24.71 £ 4.39 25.11 £ 12.18 >>0.10
CK 95.67 + 46.67 117.84 + 65.87 0.1984
LDH 284.78 £ 93.15 338.54 £ 95.96 0.1431
CREATININA 0.86 +0.38 0.97 £ 0.32 0.0746
F.AL 267.89 + 110.53 255,84 +70.42 >>0.10
UREA 34.67 +7.84 38.79 £ 13.96 >>0.10
AU 4.84+1.29 5.4 +1.58 >>0.10
GLUCEMIA 110.89 + 37.16 100.57 + 26.1 >>0.10
COLESTEROL 223.33 £56.13 220.41 + 55.88 >>0.10
TG 169.22 + 66.44 154.32 + 65.83 >>0.10
HDL-col 51.22 +10.4 48.62 + 11.68 >>0.10

122.11 £ 35.06 127.62 + 34.84 >>0.10

/

Los valores se expresan como la media mas menos desvio estdndar. Los valores de p en negrita son esta-

disticamente significativos. GOT Glutdmico-oxalo-transaminasa, GPT glutamico piruvico transaminasa, CK:

creatina quinasa, LDH: lactato deshidrogenasa, F.ALP fosfatasa Alcalina, AU, acido urico, TG: triglicéridos,

HDL-col: lipoproteina de alta densidad-colesterol, LDL: lipoproteina de baja densidad. Nivel de significacién

p<0.05
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TABLA N°5 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES BIOQUMICAS EN PACIENTES HIPERTEN-

SOS ASINTOMATICOS Y SINTOMATICOS

c

b )

KLD L-col

ariable bioquimica asintomatico sintomatico
GOT 26.93 + 10.57 31.06 + 27.09 >>0.10
GPT 30.0 +20.49 33.55 +22.87 0.0714
CK 104.50 + 54.16 108.2 + 63.47 >>0.10
LDH 332.85 +97.66 346.49 + 106.69 >>0.10
CREATININA 0.78 £ 0.24 0.97 £0.27 <0.0001
F.AL 202.15 + 54.45 255.23 £ 73.57 0.0007
UREA 34.23+£9.28 39.47 + 11.66 0.0475
AU 4.25+1.34 5.68 + 1.68 0.0006
GLUCEMIA 104.73 + 36.63 106.99 + 45.74 0.0868
COLESTEROL 188.65 +49.99 220.34 + 56.69 >>0.10
TG 126.35 +55.75 170.55 + 87.41 0.0425
HDL-col 47.85 £9.06 41.7 £ 12.45 >>0.10
108.62 + 34.32 127.21 +3.72

>>0.10 /

Los valores se expresan como la media mas menos desvio estdndar. Los valores de p en negrita son esta-

disticamente significativos. GOT Glutdmico-oxalo-transaminasa, GPT glutamico piruvico transaminasa, CK:

creatin quinasa, LDH: lactato deshidrogenasa, F.ALP fosfatasa Alcalina, AU, acido urico, TG: triglicéridos,

HDL-col: lipoproteina de alta densidad-colesterol, LDL: lipoproteina de baja densidad. Nivel de significacién

p<0.05
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ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS EN PACIENTES CHAGASICOS
Y NO CHAGASICOS

Se analizaron las frecuencias genotipicas del polimorfismo +138/ex1 ins/del A ET-1 del gen
del endotelina-1, el polimorfismo His323His del gen del Receptor A de endotleina-1, y dos polimor-
fismos, Ala-9Val y Ile58Thr, del gen de la enzima mitocondrial SOD-Mn y se compararon las distri-
buciones con un grupo de pacientes denominados controles sanos, que no presentaron serologia
positiva para Chagas y que no manifestaban alteraciones clinicas cardioldgicas. La distribucién fue

consistente con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Los datos se muestran en la Tabla N°6.

TABLA N°6 DISTRIBUCION DE GENOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS +138/Ex1
INS/DEL A ET-1, A1A-9VAL SOD Y ILES8THR SOD MN EN PACIENTES CHAGASI-
COS, HIPERTENSOS Y CONTROLES.

/ Controles Sanos | Chagasicos No- chagasicos | p valor \
+138/ex1 ins/del A ET-1 gen n (%) n (%) n (%) 2 test
3A/3A 6 (18.5) 19 (25.8) 18 (14)
3A/4A 13 (48) 45 (62) 88 (68)
4AJ4A 9 (33.3) 8 (10.3) 23 (18) p=0.184
His323His ETA, gen
cC 10 (35.7) 16 (22.8) 43 (33.3)

CT 14 (50) 50 (70.1) 70 (54.3)
TT 4(14.3) 6 (7.9) 16 (12.5) p =0.180
Ala-9Val SOD Mn gen
AlajAla 14 (50) 12 (17.5) 21 (16)
Ala/Val 11 (40) 48 (66.6) 85 (66)
Val/Val 3 (10) 12 (17.5) 23 (18) p=0.0068
[1e58Thr SOD Mn-gen
Ile/ Tle 8 (28.6) 28 (38.6) 21 (16.7)
Tle/ Thr 17 (60.7) 25 (35.1) 62 (47.9)
Qhr/Thr 3 (10.7) 19 (26.3) 46 (35.4) p-0.0229 )

Los niimeros indican el nimero de pacientes, entre paréntesis el porcentaje de individuos que llevan el ge-

notipo. Ala: alanina, Val: valina, lle: isoleucina, Thr: treonina, 3A: tres adeninas delecion; 4A: cuatro adeninas

insercidn; C: citosina, T: timina. Nivel de significacion p<0.05
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El andlisis estadistico revelé que la distribucién de genotipos de los polimorfismos del gen
de SOD-Mn present6 diferencias entre los grupos de estudio. (polimorfismo Ala-9Val p=0.0068; po-
limorfismo Ile58Thr p=0.0229. Se observa en tabla N°6), que el genotipo ala-ala es menos frecuente
entre los pacientes chagasicos y no- chagasicos, versus controles sanos.( Ala 9-Val p=0.0068). En cam-
bio el analisis mostré que el genotipo ile-ile, es mas frecuente en los individuos chagésicos, que en
los no chagasicos y controles sanos(Ile 58 — Thr p=0.0229). Las distribuciones genotipicas correpon-
dientes a los polimorfismos de endotelina y el receptor A, no presentaron diferencias significativas
entre los grupos. Debido a que la frecuencia de los genotipos homocigotas del polimorfismo del re-
ceptor A , estin representados por pocos individuos de la poblacién estudiada, se convino asociar el
polimorfismo homocigota menos frecuente con los portadores heterocigotas , a fin de incrementar el
tamafio muestral de cada genotipo vy realizar anilisis estadisticos con mayor rigurosidad.

En pacientes chagasicos la frecuencia del genotipo TT del polimorfismo del gen del receptor
A fue 7.9 % y 10.3 % para genotipo 4A4A del polimorfismo del gen de endotelina (Tabla N° 6).

A continuacion se realizaron estudios de asociacién entre los diferentes factores de riesgo

cardiovascular y los polimorfismos genéticos.
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ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE SNPS Y EL GENERO
DE LOS PACIENTES

Acorde a lo observado en la Tabla N° 1; se realiz6é un andlisis de asociacién entre el género de
los pacientes y los polimorfismos genéticos. Se muestran en la Tabla N°7 los resultados significativos
segun la prueba de Chi cuadrado de Pearson al comparar la distribucién de frecuencias polimoérficas
segun el género.

TABLA N°7: DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS GENOT{PICAS DE LOS POLIMORIFSMOS
DEL GEN DEL RECEPTOR A DE ENDOTELINA Y DEL GEN DE SOD-MN

/ Polimorfismo His323His ETA, del gen del Receptor A de Endotelina-1 \
Masculino Femenino
CC CT+TT | pvalor CC CT+TT p valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
No chagasicos 16 (30) 36 (70) 34 (43.8) 43 (56,3)
Chagisicos 1(4.8) 23(95.2) | 0.020 15 (32.4) | 33 (67.6) 0.222
Polimorfismo Ile58Thr del gen de SOD Mn-
Masculino Femenino
Ile/ Ile | Tle/ Thr +Thr/Thr | p valor lle/ lle |Ile/ Thr +Thr/Thr | p valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
No chagésicos | 13 (25) 39 (75) 13(17.2) 64 (82.8)
ghagésicos 8 (33.3) 16 (66.7) 0.345 19(41.2) 28 (58.8) 0.010/

Los niimeros indican el nimero de pacientes, entre paréntesis el porcentaje de individuos que llevan el ge-

notipo. lle: isoleucina, Thr: treonina, C: citosina, T: timina. Nivel de significacién p<0.05

Para un analisis estadistico mas riguroso se decidié unir los genotipos donde participaran
los mismos alelos con la condicién de que uno de ellos este poco representado en la poblacion segiin
se observé en la tabla N° 6. Se observa que la distribucién de frecuencias de los polimorfismos pre-
sentados en la TablaN°7 muestran diferencia entre la poblacién femenina, tanto chagasico como no
chagasica respecto de la poblacién masculina. Los hombres presentan una diferencia de frecuencia
significativa en el polimorfismo del receptor A de endotelina-1. Se observa que, el genotipo menos
frecuente es el CC para el grupo chagasico (p=0.020). Mientras que, las mujeres presentan diferencias
en la distribucion de frecuencias del polimorfismo Ile58Thr del gen de SOD-Mn y el genotipo mas
frecuente, en el género femenino es la asociacién Ile/Thr + Thr/Thr (p=0010) , siendo estadistica-
mente diferente la distribucion Ile-Ile versus Ile/Thr+Trh-Thr entre las mujeres no chagésicas . No
se muestran la comparacién por género de los otros polimorfismos ya que no se detectaron diferencias
significativas.

Habiendo observado diferencias en la distribucién de algunos genotipos segtin el genero
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(Tabla N°7) y que la distribucion de mujeres afectadas con cardiomiopatia chagasica severa es alta-
mente significativa respecto de las no chagasicas (Tabla N°3), iniciamos un estudio comparativo sobre
la incidencia de los factores de riesgo convencionales de afecciones cardiovasculares en los grupos de

mujeres chagasicas comparado con no chagésicas.

ESTUDIO DE LA AFECCION CARDIACA EN EL GENERO FEMENINO

La distribucién de mujeres chagasicas y no Chagasicas segiin los diferentes grados de afeccion
cardiaca se muestra en la Tabla 8. Se observa que las pacientes Chagasicas presentan mayor grado de
dafo cardiaco segtin la valoracién conjunta de Rx, ECG y EcoCG. Se calcul6 que las mujeres chagi-
sicas tienen mas probabilidades de tener lesiones compatibles con cardiomegalia de grado III-IV en

comparacion con las mujeres no Chagasicas (59,3 y 35,3%, respectivamente, p = 0.046).

TABLA 8. DISTRIBUCION DE PACIENTES CHAGASICAS Y NO CHAGASICAS, SEGUN EL
GRADO DE DANO CARDIACO.

/ Chagasicas Hipertensas p valor \
n (%) n (%)
Asintomaticas 6(12.2) 15 (30) 0.188
Sintomaticas: Subgrupo 1 7 (15) 10 (28.4) 0.186
Subgrupo 2 10 (21) 12 (35) 0.335
K Subgrupo 3 25 (52) 13 (35.2) 0.046% /

Asintomaticas: con Rx, ECG y EcoCG compatibles con valores normales, Sintomaticas: con alteraciones en
Rx, ECG y EcoCG; subgrupo 1: afeccién leve, Subgrupo 2: moderado, Subgrupo 3: severo. Detalle de la cla-
sificaciéon en Material y Métodos. Se indica niimero de individuoas y entre paréntesis porcentaje , p <0.05

se considera significativo.

Para estudiar el efecto estrogénico sobre la Cardiomiopatia chagasica cronica, las pacientes
se dividieron en premenopausicas cuando fueron menores de 55 afios de edad y con niveles de estré-
geno entre 40-350 pg/mL y posmenopausicas, pacientes mayores de 55 afios de edad y niveles de es-
trogeno menores de 30 pg/mL). Las mujeres con valores de estrogenos por fuera de los limites
determinados fueron excluidas del trabajo. Las determinaciones bioquimicas de las mujeres pre y
posmenopausicas Chagasicas y no Chagasicas en general no mostraron diferencias estadisticamente
significativas; excepto para TG y HDL-colesterol plasmaticos (TG p 0.0099; HDL Col p 0.0567).con

valores anormales entre las mujeres no Chagasicas.
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TABLA 9 FRECUENCIAS DE AITERACIONES CARDIACAS EN MUJERES CHAGASICAS Y
NO CHAGASICAS PRE Y POST MENOPAUSICAS POR RX DE TORAX , ECG Y Eco CAR-
DIOGRAMA B

ﬁvaluacién Premenopausicas Posmenopausicas \
Cardiaca n(%) n(%)
No-chagasicas Chagasicas No-chagasicas Chagisicas
Rx
asintomaticas 18 (54) 8 (31) 2 (20) 309
sintomaticas 15 (46) 17 (69) 8 (80) 31 (91)
ECGs
asintomaticas 20 (59) 8 (30) 2 (20) 309
sintomaticas 14 (41) 18 (70) 8 (80) 31 (91
EcoCG
asintomaticas 29 (81)* 12 (43) 4 (50) 4 (12)
Qintométicas 7 (19) 16 (57) 4 (50) 30 (88) /

Asintomaticas: pacientes con Rx, ECG y EcoCG compatibles con registros normales, Sintomaticas: Pacientes
con alteraciones en Rx, ECG y EcoCG. Se indica numero de individuos y entre paréntesis porcentaje , p

<0.05 se considera significativo *p<0.015.
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En general, las mujeres premenopausicas chagisicas mostraron una mayor incidencia de
tener: Rx de térax, ECG y EcoCG anormal en comparacion con las mujeres premenopausicas no Cha-
gasicas. Las mujeres premenopausicas chagasicas tienen 5.87 veces mas probabilidades de tener un
EcoCG anormal en comparacién con las mujeres premenopausicas no Chagasicas (IC 1,47-23.39).
Destacamos que el grado de dafio cardiaco entre ambos grupos posmenopausicos fue similar.

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismos analizados en mujeres chagasicas y no chagasicas

se muestran en la Tabla 10.

TABLA 10 FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE LOS POLIMORFISMOS EN MUJERES CHA-
GASICAS Y NO CHAGASICAS.

/Polimorﬁsmo Genético Chagasicas No- chagasicas p valor \
+138/ex1 ins/del A ET-1 gen n(%) n(%) x2 test
3A/3A 8 (22) 6 (18)
3A/4A 23(64) 22 (67)
4A/4A 5 (14) 5 (15) 0.9149
His323His ETA gen
cC 8 (22) 13 (41)
CT 28 (78) 15 (47)
TT 0 (0) YRV N I—
Ala-9Val SOD Mn gen
AlajAla 5 (14) 5 15)
Ala/Val 23 (64) 22 (67)
Val/Val 8(22) 6 (18) 0.9149
[1e58Thr SOD Mn-gen
Ile/ Tle 15 (42) 5 (16)
Tle/ Thr 13 (36) 14 (44)
{hr/Thr 8 (22) 13 (41) 0.0495% )

Los numeros indican el porcentaje de individuos que llevan el genotipo, entre paréntesis el nimero. Ala:
alanina, Val: valina, lle: isoleucina, Thr: treonina, 3A del: tres adeninas delecién; 4A ins: cuatro adeninas in-

sercién; C: citosina, T: timina. ------ No es posible calcular el test o2 test. *p<0.05

Se determind una asociacién significativa en la distribucién de las frecuencias de los poli-
morfismos I1e58Th del gen Mn-SOD entre los grupos. El grupo de pacientes con la enfermedad de
Chagas mostré un exceso de heterocigotos (p < 0.0167) en el polimorfismos del gen de ET-1
(+138/ex1ins/del A). y la poblacién de pacientes no Chagasica mostr6 un exceso de heterocigotos (p
<0.0167). el polimorfismo Ala 9Val del gen de la Mn-SOD. Para el resto de los loci, no observé ninguna

desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. No se detect6é ninguna asociacion estadistica significativa
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entre los polimorfismos y el grado de afeccion cardiovascular.

Observando que, el polimorfismo Ile58Thr SOD Mn-gen, present6 una distribucién de ge-
notipos estadisticamente diferente entre las poblaciones chagasicas, no chagésicas y controles sanos,
(Tabla 6) diferencias entre la poblaciéon chagasicas femeninas y masculinas versus la no chagésica por
genero;(Tabla 7 y 10) entonces se decidié analizar este polimorfismo asociado a las variables clinicas.

Para determinar si hubo interaccién entre los parametros bioquimicos y la condicién chaga-
sicos y no chagasicos con los polimorfismos se realizé la Prueba de Kruskal Wallis no paramétrico

Este analisis revel6 una interacciéon entre la condicién no chagasico y el genotipo del poli-
morfismo 11e58Thr del gen SOD Mn-sobre los algunas de las variables bioquimicas. Tanto para fos-

fatasa alcalina (p=0.0129) como Acido Urico (p = 0,0013) (Graficos. 1y 2 respectivamente).

Figura N 4 : Niveles plasmaticos de Fosfatasa alcalina en pacientes no chagasicos sintomaticos y asintoma-

ticos segtin el polimorfismo Ili/Thr del gen de SOD-Mn.
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Se representan en el eje de las ordenadas los valores medios de la actividad enzimatica de
fosfatasa alcalina. En el eje abscisas se ubican las condiciones clinicas de sintomaticos/asintomaticos
de los pacientes. Luego se intercepta los valores de actividad enzimatica media con la situacion clinica
segun el genotipo Ile/Ile o Ile/Thr+Thr/Thr. Se calcula un valor de r asociaciéon y se determina que la
diferencia sera significativa cuando p <0.05. En caso de genotipos diferentes de ambas condiciones
clinicas se aproximan al mismo valor de actividad enzimatica no hay diferencias generadas por los
distintos genotipos. Si los valores determinados de asociacién son <0.05 para los diversos genotipos

dada una misma condicién clinica, la diferencia es debida a los distintos genotipos.
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Figura N 5: Niveles plasmdticos de Acido Urico en pacientes no chagasicos

sintomaticos y asintomdticos segtin el polimorfismo 1li/Thr del gen de SOD-Mn.
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De manera que, dentro del grupo de pacientes no chagasicos hubo una diferencia significativa
entre las dos clases de genotipos, los pacientes sin sintomatologia evidente heterocigotos y homoci-
gotas Thr/Thr muestran el menor valor plasmatico de actividad fosfatasa alcalina (175.1+50) y los
asintomaticos homocigotos para el alelo comun Ile/ Ile, mostraron una mayor actividad enzimatica
(220.81+52). Una vez que los pacientes presentan algtin dato patologico, el genotipo no produce nin-
guna interaccién. Se observa el mismo perfil de genotipo para la concentracién de acido trico plas-
matico ya que son los individuos portadores de la variante polimorfica Ile/ Thr + Thr/Thr los que
presentan los valores mas bajos (3.56 +0.88), en cambio los portadores de la variante genética Ile/
Ile, aun dentro de los valores plasmaticos considerados normales, les corresponde un valor plasmatico
mas elevado, 4.64 +~ 1.48.

El anilisis de este polimorfismos en los pacientes chagasicos no mostro ninguna interaccion
con ningiin genotipo, de modo que, los valores de los parametros bioquimicos correspondientes a
los pacientes chagasicos, no permite establecer una asociacion con algin genotipo particular.

El polimorfismo del gen de SOD-Mn analizado, mostré una asociaciéon entre Acido trico (p=
0.0013) y colesterol (p=0.0320)y el homocigota ala/ala, ya que los pacientes que portan este genotipo
presentan valores bajos en plasma, 0.51mg/dl para acido irico y 172mg/dl para colesterol. Este perfil
genético no se verifica entre los pacientes Chagasicos.

El mismo comportamiento se observé al analizar, con esta prueba estadistica, los polimorfis-
mos del eje endotelina, evidenciando una interaccién significativa entre variables bioquimicas y el

genotipo segun la condicién sintomatico/asintomatico de los pacientes no Chagasicos (Tabla N°11).
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TABLA 11. ANALISIS DE POLIMORFISMOS DEL GEN ENDOTELINA-1 Y DE SU RECEPTOR
A CON LA CONDICION SINTOMATICA/ASINTOMATICA DE PACIENTES HIPERTENSOS

/Polimorﬁsmos genéticos Asintomaticos Sintomaticos P \
Media (DE) Media (DE)
+138/ex1 ins/del A ET-1 gen
GOT (mU/mL)

3A/3A 37,00 (12,91) 31,03 (17,83) 0.0413
3A/4A + 4A/4A 23,00 (6,54)* 31,85 (34,63)

Acido Urico (mg/dL)
3A/3A 5,29 (1,72) 5,60 (1,59) 0.0007
3A/4A + 4A/4A 3,86 (1,02)* 5,54 (1,61)

Colesterol (mg/dL)
3A/3A 206,0 (50,63) 224,18 (59,96)
3A/4A + 4A/4A 180,0 (52,07)* 223,27 (54,57) 0.0326

LDL (mg/dL)

3A/3A 130,29 (37,65) 124,64 (31,21) 0.0130
3AJ4A + 4AJ4A 97,24 (30,06)* 127,64 (33,67)
His323His ETA, gen Fosfatasa Alcalina (mU/mL)
cC 198,50 (55,43)* 264,51 (88,26) 0.0319
CT+TT 210,57 (56,82) 254,51 (67,00)

Colesterol (mg/dL)
cC 172,30 (43,05)* 241,02 (64,84) 0.0029

\CT+TT 198,50 (56,45) 205,28 (40,16) J

Asintomaticas: pacientes con Rx, ECG y EcoCG compatibles con registros normales, Sintomaticas: Pacientes
con alteraciones en Rx, ECG y EcoCG. 3A del: tres adeninas delecién; 4A ins: cuatro adeninas insercion; C:
citosina, T: timina. * indica el genotipo con diferencia estadistica <0.05.Los nlimeros representan la media,

entre paréntesis la desviacion estdndar.

En la tabla 11 se observa una asociacién positiva del genotipo 3A/4A + 4A/4A en pacientes Hi-
pertensos asintomaéticos. Los valores medios de concentracién en plasma de pacientes asintométicos
portadores de 3A/4A + 4A/4A de GOT; Acido Urico, Colesterol y LDL son 37+13 mU/ml; 5.29 + 1.7mg/d],
180 mg/dl y 97.24 mg/dl respectivamente y corresponden a los valores mas bajos. Similar perfil se ob-
serva para los homocigota CC del polimorfismo del receptor A. que se asocia a fosfatasa alcalina y coles-
terol, siendo los valores medios de fosfatasa alcalina 198+55 mU/ml y colesterol 172.3 +43.05 mg/dl que
corresponden a los mas bajos determinados en pacientes Hipertensos asintomaticos.

A partir de estas observaciones, quisimos conocer si los alelos de estos polimorfismos se vin-

culaban directamente con el grado de afeccién cardiaca, Se observa la tabla 12 que el alelo T es esta-

50



TESIS DOCTORAL - DR. OscAR CHRISTIAN LASSEN

disticamente menos frecuente entre los pacientes Hipertensos asintomaticos. Para el grupo de pa-
cientes chagasicos no se observa ninguna diferencia para ninguno de los alelos de estos polimorfis-

mos.

TABLA 12 FRECUENCIAS ALELICAS DE LOS POLIMORFISMOS ET-1 Y ET(A) EN Pa-
CIENTES NO CHAGASICOS CON Y SIN SINTOMATOLOGI{A

/Alelos Asintomaticos Sintomaticos \
Grado 1 Grado 1Ty ITI
3A 37 (50) 32 (71) 61 (56)
4A 37 (50) 22 (28) 49 (44)
C 54 (73)* 42 (57) 66 (60)
\T 20 (27)* 32 (43) 44 (40) )

Los nimeros representan la cantidad de alelos del gen polimérfico y entre paréntesis el porcentaje. Los
alelos son formas alternas de un gen, que difieren en secuencia y funcién. Como los individuos son diploides,
solo pueden tener dos alelos por cada gen, de modo que la cantidad de alelos para un gen, es el doble del

numero de individuos.
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DISCUSION
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En este estudio nos propusimos conocer como participan los factores riesgos convencionales
para enfermedades cardiovasculares asociadas con algunos polimorfismos genéticos en pacientes con
Chagas; y como se diferencian en la evolucién o pronoéstico de otras miocardiopatias . Para ello ana-
lizamos pacientes con y sin sintomatologia evidente para enfermedad de Chagas y no chagasicos,
para conocer si éstas diferencias pueden explicar su peor prondstico.

Observamos que, en la mayoria de los casos, la frecuencia con que se distribuyen los genotipos
por nosotros estudiados, entre la poblacién control, la poblacién de enfermos de Chagas y los no cha-
gasicos no presenta diferencias significativas. Esta distribucion concuerda con el equilibrio Hardy
Weinberg, indicando que se puede considerar a las tres poblaciones como genéticamente semejantes.

El primer hallazgo se relaciona con una asociacion significativa entre la poblacién masculina
chagasica y la baja frecuencia del genotipo homocigota CC del polimorfismo H323H del gen del receptor
A de endotelina. Otro interesante resultado relaciona el polimorfismo Ile/Thr del gen del SOD-Mn con
variante genética Ile/Thr + Thr/Thr (p=) entre pacientes chagasicos y no chagésicos. Por otra parte, este
polimorfismo interacciona significativamente en pacientes no chagasicos asintomaticos con las variables
plasmiticas de Fosfatasa alcalina y Acido Urico. Ademas de detectar, entre las mujeres Chagésicas jo-
venes, una alta chance de manifestar alteraciones ecocardiograficas, (R= 5.87, IC = 1,47-23.39) lo que
significa de cada 10 mujeres chagasicas premenopausicas, seis tienen chance de tener alteraciones en

el EcoCG, mientras que entre las no chagasicas jévenes en muy raro detectar anomalias.

ANALISIS DEL EJE ENDOTELINA

Diferentes polimorfismos de un solo nucleétido se han identificado en los genes de ET-1y
en su receptor A. Algunos de esos polimorfismos se han investigado en relacion a la relevancia fun-
cional y su asociacién con patologias cardiovasculares y no cardiovasculares.

En el presente trabajo evaluamos los polimorfismos 138 ex1/del A del gen de ET-1 y el poli-
morfismo H323H en el gen del receptor A de ET-1 asociados a diferentes parametros de afeccién car-
dioldgica en pacientes chagasicos y no chagasicos. En general, en patologias complejas, como las
cardiovasculares, no es solo una variante genética la que explicaria la enfermedad, participan una
gran cantidad de variantes funcionales que afectarian la cantidad mas que la calidad de la expresion
de las proteinas, nosotros nos propusimos asociar variabilidad genémica en regiones codificantes y
fenotipo clinico. Por otra parte, hay que considerar que una modificacién en el genoma puede traer
aparejadas modificaciones secundarias funcionales o no en otras regiones polimoérficas del ADN. Para
el caso de la variante genética de Endotelina-1(138 ex1/del A del gen de ET-1), se conoce que la inser-
ci6én de una adenina en el exén 1, que representa el extremo 3" del ARN mensajero, aumenta la esta-
bilidad del mismo, por lo que podriamos especular que esta molécula permanece por mas tiempo en
el citosol (52).

ET-1 es un péptido vasoconstrictor, regula también, el volumen de fluidos corporales por es-

timulacion de la secrecion de aldosterona y la disminucién de la funcién renal, provocando a posterior
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retencién de sodio y agua, lo que aumenta el volumen intravascular. Esta evidencia indica que ET-1
es un poderoso agente que controla la Presiéon Sanguinea y una variacion genética funcional del gen
de la ET-1 puede contribuir al desarrollo y a la variacion de la Presion Arterial. Por lo que, algunos po-
limorfismos de los genes del eje endotelina pueden regular los niveles de expresion de estos genes o
combinarse con otras variantes funcionales del mismo gen y generar una respuesta protectiva o de
riesgo para hipertension. Los estudios genéticos de la relacion de EDN1 con Presién arterial han sido
controvertidos, con asociaciones consistentes entre poblaciones restringidas tales como la obesidad
en japoneses (4).

Asi, esta combinacién genética entre polimorfismos genéticos del gen del receptor A de ET-
1y de ET-1 puede tener un efecto protector sobre la progresién de la sintomatologia o participar en
forma indirecta evitando la afectacién sobre variables clinicas y bioquimicas que se reflejaria en ma-
nifestaciones que conducen al dafio cardiaco. El analisis de SNPs individuales, mostré una significa-
tiva asociacion entre la poblaciéon no chagasica asintomaticos e individuos con genotipo 3A4A + 4A4A
del polimorfismo 138/ex1ins y valores plasméticos disminuidos en plasma de GOT, Acido Urico, Co-
lesterol, Fosfatasa Alcalina y en el mismo sentido para el mismo grupo de pacientes el genotipo CC
del polimorfismos H323H del gen del receptor A de ET-1, muestra los valores mas bajos de fosfatasa
alcalina y colesterol plasmaticos (37).

Diferentes estudios han examinado la relacién entre los polimorfismos de ET-1, la presién
sanguinea y la hipertension relacionada con dafios cardiovasculares. Tiret L, y col observaron que el
polimorfismo G/T, que produce una sustitucién del aminoacido lys/Asn en el codén 198 del exén 5 de
ET-1, se asoci6 con presion sanguinea elevada en poblacion europea con sobrepeso, y similar resultado
se obtuvo en sujetos japoneses. (63, 4 y 32). Vasku y col encontraron un riesgo relativo bajo de insufi-
ciencia cardiaca en individuos con la variante doble heterocigoto de los polimorfismos 3A/4A y G8002A
del gen de ET-1 en pacientes crénicos asociado, con altos niveles de endotelina en plasma (65).

Altos niveles plasmaticos de ET-1 constituye un marcador de prondstico y mortalidad de los
pacientes con dafio cardiaco. El incremento de ET-1 en plasma refleja tanto el grado de dafio del en-
dotelio como de las células del miocardio. En trabajos experimentales con ratones infectados con T.
cruzi se observo que el endotelio y el miocardiocito, provocan una respuesta inflamatoria que causa
un incremento de ET-1 y de este modo aumenta el vasoespasmo, isquemia e inflamacién (60). Salo-
mone y col. informaron altos niveles de endotelina en plasma de pacientes chagasicos crénicos y car-
diomiopatia, pero no en aquellos chagasicos sin dafio cardiaco o en sujetos controles (53).

Herrmann S. y col informaron que la variante genética H323H del receptor ET 1, tenia una
marcada influencia una supervivencia significativa en pacientes con cardiomiopatia dilatada no isqué-
mica. Los portadores del alelo menos frecuente del receptor, el alelo T, manifestaron un aumento de
mas de cinco veces en riesgo de morir dentro de 2 afios después de la presentacion del diagnoéstico y
el efecto genético se calculo independiente de otros predictores de supervivencia en estos pacientes.
En contraste, otros cinco polimorfismos del gen de la ET-1, y del receptor ET A no tenian ninguna in-
fluencia en la supervivencia (28). En coincidencia con estas observaciones, en nuestros pacientes, la

presencia del alelo T del polimorfismo del receptor A en no chagasicos se asocia con sintomatologia
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del subgrupo I1y III, y se observa la menor frecuencia de este alelo T entre los individuos asintomaticos.
No se observa este mismo perfil para los individuos chagasicos, ya que la distribucion de alelos Cy T
es semejante a la de los individuos sanos. Al no realizar un seguimiento del grupo de pacientes enro-
lados en el estudio no se pude determinar cémo evolucionaron los pacientes portadores del alelo T.

Yasuda H y col observaron una correlacion significativa entre el espesor de la intima de la ca-
rotida y el polimorfismo del receptor A H323H en pacientes hipertensos masculinos (70). Una posible
explicacion es que el efecto de la ET-1 sobre la vasoconstriccion y aterosclerosis pueda diferir entre
masculinos y femeninos. Se han observado en ratas de experimentacién que el efecto de la endotelina
es mucho mayor en ratas machos que en hembras, posiblemente los estrogenos puedan reducir la
induccién de la vasoconstriccion generada por ET-1. En este sentido, nosotros observamos una dife-
rencia estadistica en la frecuencia de pacientes portadores del genotipo homocigota CC en masculinos
chagasicos y no asi en mujeres.

En biopsias cardiacas de pacientes con cardiomiopatia isquémica y dilatada y en arterias de
pacientes con hipertension, aterosclerosis y fallo cardiaco, se observé una sobreexpresion del gen del
receptor A y del gen de endotelina-1, un fenémeno que podria contribuir al proceso de hipertrofia
vascular (34). Estas moléculas participan en la progresion de la enfermedad. Es posible que, en este
complejo de mecanismos, donde participan la expresion de diferentes genes del sistema endotelina,
las diferentes variantes polimérficas, puedan tomarse en cuenta para las diferencias individuales en
la susceptibilidad de las enfermedades cardiovasculares. En este contexto un bloqueo del receptor de
endotelina ha mostrado ser una terapéutica potencial en hipertension, aterosclerosis e insuficiencia
cardiaca, entre otros.

En este sentido, Lajemi M y col encontraron que en hipertensos nunca tratados, el polimor-
fismo de los genes del receptor A y B de endotelina influencian la presion carétida-femoral, sugiriendo
una participacion de esos genes en la rigidéz arterial (35). Los mecanismos de esa accién se mantienen
aun desconocidos. La identificacién de fenotipos intermedios, tales como niveles plasmaticos de ET-
1 que se detectan en alta concentracién en pacientes con hipertension severa, puede permitirnos com-
prender la significacién biologica del sistema endotelina en el endurecimiento arterial.

Trabajos experimentales en ratones demuestran que la ausencia del gen de ET-1 en miocitos
cardiacos produce agrandamiento del ventriculo derecho, segiin lo determinado por resonancia mag-
nética y el porcentaje de acortamiento fraccional LV, una medida de rendimiento miocardico sistélica,
se redujo en todos los ratones, aunque el grado de cambio fue menor en los ratones en los que el gen
de la ET-1 se habia eliminado de los miocitos cardiacos y células endoteliales (4).

En conjunto, estas observaciones demuestran que la cardiomiopatia chagasica murina en los
ratones en los que se ha eliminado los genes de ET-1, el grado de evolucién se reduce. Esto sugiere
que la producciéon de ET-1 de miocitos esta involucrada en la patogénesis de esta cardiomiopatia. Ra-
tones que sobreexpresan ET-1 en miocitos cardiacos, presentan una miocardiopatia dilatada. El pa-
ciente hipertenso desarrolla afecciéon cardiovascular, porque presenta elevados niveles plasmaticos de
TG, LDL, es fumador o manifiesta cualquier factor de riesgo. El enfermo de Chagas, lo es porque se

ha infectado con T. cruzi, que es el causante de la afeccion cardiologica. Observamos que, el paciente
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chagasico asintomatico tiene parametros clinicos saludables

Pese a que algunos estudios como el Framinghan, no aceptan el aumento del 4cido trico
como factor de riesgo cardiovascular, otros autores coinciden en la incidencia de la hiperuricemia en
patologias como la hipertensién arterial, enfermedad renal, pre-eclampsia, entre otras (22). No obs-
tante se hace dificultoso, asociar directamente per se al acido trico con la patologia cardiovascular,
porque en general esta elevado en plasma asociado a otros factores de riesgo como la hipercolestero-
lemia, hipertrigliceridemia, aumento de productos nitrogenados entre otros.

Otros autores han postulado que una de las principales funciones del acido trico es la de an-
tioxidante, la cual podria brindar beneficios a las personas con enfermedad cardiovascular. Por ltimo,
la hiperuricemia en pacientes con enfermedad cardiovascular podria sencillamente ser el resultado
de la presencia comuin de factores como la filtracion glomerular reducida, la hiperinsulinemia, la va-
soconstriccion renal o el uso de diuréticos (todos los cuales reducen la excrecién renal de acido tirico)
o del uso de alcohol, la isquemia tisular o el estrés oxidativo (el cual puede aumentar la generacién de
acido trico) (43).

Se observd, en ratas alimentadas con fructosa el desarrollo de hiperuricemia, hipertensiéon y
sindrome simil metabdlico con alteraciones renales hemodinamicas e histolégicas muy similares a
las observadas en la hiperuricemia del humano. El tratamiento de estas ratas con inhibidores de la
xantino oxidasa (incluyendo el allopurinol) disminuy¢ los niveles de 4cido trico y previno parcialmente
esas alteraciones (13).

La disfuncion endotelial vista en pacientes con hipertrigliceridemia puede ser un fenémeno
agudo, de hecho en los pacientes con lipemia pos-prandial en periodo pos-absortivo en el cual se
elevan los triglicéridos paralelamente y en forma aguda se altera la funcion endotelial. Es decir la ele-
vacién anormal de los TG producida en el periodo pos-prandial induce una disfuncién endotelial
aguda independientemente de los otros factores de riesgo lipidicos o no, hallazgos como este sustentan
la teoria de que la aterosclerosis es un fenémeno que se acelera en los periodos pos-prandiales sobre
todo en los pacientes con resistencia a la insulina (30).

Coincidiendo con los otros hallazgos, la incidencia acumulada de eventos cardiovasculares
aument6 en forma proporcional y significativa en relacién con la elevaciéon de TG posprandiales
(P<0,001 para la tendencia), lo mismo no fue evidenciado para los TG medidos en ayunas La hiper-
trigliceridemia como factor de riesgo para enfermedad aterotromboética contintia siendo un motivo
de controversia. Hay evidencias epidemioldgicas, que muestran que la concentracién plasmatica de
triglicéridos en ayunas, fue un robusto predictor independiente de riesgo de muerte por enfermedad
cardiovascular (56).

Por lo tanto, en diversos estados patologicos, el aumento de ET-1 puede reflejar tanto el grado
de dafio de las células endoteliales del miocardio y un posible mecanismo de dafio miocardico. El tra-
tamiento con un antagonista de los receptores ETA mejora la supervivencia de los animales con Car-
diomiopatia Chagésica Crénica y se acompafa de la mejora en el grado de disfunciéon ventricular
izquierda y remodelacion (51).

Estudios que relacionan SNPs con los efectos funcionales son limitados y no se han repetido
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independientemente. Asimismo, la mayoria de los estudios que asocian polimorfismos con fenotipo
y/o enfermedad son estudios transversales o limitados por el nimero de pacientes y, por lo tanto, re-
sultan proclive a la posibilidad de sesgos en la seleccién de la muestra. Es necesario tener precaucion
antes de ser concluyentes, a pesar de que las observaciones, que si bien son estadisticamente signifi-
cativas, por el niimero de pacientes que integran el estudio, no hay evidencias definitivas en este tra-
bajo, que muestren el rol de los polimorfismos de los genes de ET-1 y del receptor A asociado a una
sintomatologia.

Por iltimo, si bien con nuestros resultados no se puede establecer un efecto directo entre los
polimorfismo de los genes de ET-1y del receptor de ETA y el cuadro sintomatolégico, observamos
una correlacion entre el genotipo TT del ETA y la gravedad de los sintomas, Por otra parte si analiza-
mos las variables bioquimicas de riesgo, se evidencia una tendencia a que el genotipo 3A4A+4A4A
del gen del ET-1 manifieste valores plasmaticos normales o proximos a la normalidad. Esto indicaria
que el sistema de la endotelina contribuiria a la patogénesis de las enfermedades del corazén y sus
complicaciones. Otros componentes genéticos de este sistema, tales como los genes que codifican
para el receptor ETB o de la enzima de conversion de la endotelina-1, pueden participar, ya sea direc-
tamente o en interaccién con los genes generando polimorfismo mas susceptible. Es evidente que
seria necesario contar con mayor niimero de pacientes y un estudio longitudinal para determinar el

riesgo de evolucion segiin la composiciéon genética del individuo.

DISCUSION DE SOD-MN

Un aumento de la actividad de SOD-Mn es descrito por Taniguchi y col en pacientes con in-
farto agudo de miocardio y hepatoma (65). Ademas, Sutton y col demostraron, trabajando con cDNA
aislado de leucocitos de pacientes, que los sujetos homocigotos ala/ala tienen mayor actividad enzi-
matica SOD-Mn que los homocigotos val/val (61).

En relacion al estudio de la frecuencia de genotipica de los polimorfismo ala-9val e Ile58Thr
del gen de SOD-Mn entre pacientes con y sin chagas y controles sanos observamos diferencias signi-
ficativas. Es de destacar que entre las dos poblaciones afectadas la frecuencia genética es similar. La
presencia del aminoacido valina en la posicién 16 de la proteina desestabiliza la conformacién en hé-
lice dando lugar a la formacién de estructura beta. La variacion alanina por valina en el péptido sefial
de la SOD-Mn afecta la eficiencia en el procesamiento de la enzima. El precursor de la proteina con
alanina en el péptido sefial seria mas eficientemente transportado al interior de la mitocondria que el
precursor con el péptido senal del tipo valina. Con este Gltimo ocurriria un pobre reconocimiento del
péptido sefial por el receptor en la membrana interna de la mitocondria. Ademas, si el péptido senial
es removido ineficientemente puede reducir el nivel de la actividad enzimaética de la proteina impor-
tada dentro del compartimiento mitocondrial, como es el caso de la SOD-Mn. En este caso, el indivi-
duo portador del genotipo val/val para SOD-Mn tendria menor resistencia al estrés oxidativo que los

individuos con las otras variantes (14). Hiroi describié una asociacién estadisticamente significativa
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entre el homocigota portador del alelo Val/Val codificado por el gen de la SOD-Mn y sintomatologia
grave en pacientes con cardiomiopatia dilatada idiopatica no familiar, en poblacién japonesa (29).

El grupo de pacientes con cardiomiopatia chagasica y los pacientes no chagasicos fueron se-
leccionados segtn caracteristicas clinicas y cardiologicas similares a fin de reducir la variabilidad cli-
nica. Esta puede ser la causa por la que no observamos diferencia genética entre ambos grupos. En
un trabajo en cancer de mama, patologia de diferente etiologia y evolucién a las cardiomiopatias, se
ha observado, que los pacientes con genotipo ala/val presentaban caracteristicas clinicas similares de
aquellos que presentan val/val, y que en ambos tipos la actividad SOD-Mn es similar (3).

El polimorfismo ala/val varia en diferentes grupos poblacionales, baja frecuencia del alelo
alanina se ha informado para la poblacién japonesa y china (11-30%) comparado con poblacién cau-
casica (41-62%) (10). La frecuencia del alelo alanina en nuestra poblacion es de un 68%, dicho valor
observado es coincidente con la descripta por otros autores para la poblacién occidental. Por ejemplo,
Chistyakov y col en Rusia describen un 63.5% de prevalencia del alelo alanina y Valenti y col. han de-
terminado en Italia un 52% de prevalencia de este alelo (14 y 64).

Diversos estudios han demostrado el rol del dimorfismo ala/val de SOD-Mn en la modulacién
del riesgo de diversos canceres, enfermedades neurodegenerativos o enfermedades cardiacas y hepa-
ticas por consumo de alcohol. La primera dificultad es corroborar si es el alelo alanina o el valina el
implicado en diferentes enfermedades. Actualmente los datos epidemiolégicos son confusos, y los
resultados observados en una poblaciéon no han sido confirmados en otra poblacién. Por ejemplo, se
observo en pacientes con Hemocromatosis y con una reduccion de la actividad de SOD-Mn entre el
30-40%, que el alelo valina se asociaba fuertemente con la presencia de cardiomiopatia. Estos autores
sugieren que los sujetos sanos portadores del genotipo val/val no tienen incrementado el riesgo de
manifestar cardiomiopatias en ausencia de un factor disparador (64).

Sin embargo Hiroi y col han informado un incremento en dos veces el riesgo de desarrollar
cardiomiopatia idiopatica en sujetos homocigotos val/val asociado a una disminucién en el procesa-
miento del péptido lider (29). Aumentando la posibilidad de que este polimorfismo tenga un rol, aun-
que pequeio, en la poblacion general. Esta tltima asociacién deberia ser evaluada en otras poblaciones
étnicas para establecer el rol del polimorfismo en la susceptibilidad de manifestar cardiomiopatias,
mientras que, el alelo alanina fue informado como factor de riesgo en enfermedades como Parkinson
(72), cancer de mama y colorectal (12) y disquinesia tardia (72).

Deberiamos relacionar nuestros resultados de polimorfismo de esta enzima, y su participa-
ci6n en la cardiomiopatia con pardmetros clinicos como fraccién de eyeccion, didmetro del ventriculo
izquierdo y condiciones como fumador y obesidad, para ser considerado como un factor que explique
la susceptibilidad genética en el desarrollo de la cardiomiopatia tanto de origen chagasico como de
otro origen. Analizar el grado de participacién de este polimorfismo en diversas enfermedades, si se
asocia a otros aspectos genéticos en la susceptibilidad, o con factores ambientales, nos permitira co-
nocer la relevancia potencial de la variante polimorfica como factor de riesgo. Un estudio que involucre
un namero importante de individuos y abarque a diferentes poblaciones con caracteristicas clinicas

y regionales definidas, se requeriria para evaluar si este dimorfismo genético puede modular la sus-
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ceptibilidad para desarrollar diversas cardiomiopatias.

Si bien el genotipo es inalterado, es interesante observar que, en mujeres con cancer de mama
y un bajo consumo de frutas y vegetales se les indujo a cambiar la dieta por un mayor aporte de sus-
tancias antioxidantes. De este modo se redujo el riesgo de cancer o su evolucion se hace mas lenta
(12). Similares datos informaron Magao y col en pacientes con cardiomiopatia chagasica tratados con
dieta antioxidante suplementada con vitamina E y C, al atenuar las consecuencias deletéreas relacio-
nadas con el proceso crénico inflamatorio ocasionado por la enfermedad de Chagas (39). Por lo que,
en estos pacientes que presentan susceptibilidad genética, se deberia recomendar el consumo de ali-
mentos con accién antioxidante como medida de prevencion. A pesar de que no hay datos sobre las
consecuencias biologicas de la variante ala/val de la SOD-Mn, nuestros resultados apoyan la hipétesis
de que el genotipo que contiene el alelo valina podria modificar el riesgo individual en la evolucién

de las cardiomiopatias.

ANALISIS DEL GENERO FEMENINO

Estd ampliamente aceptado que los estrogenos tienen efectos cardioprotectores en las mujeres
premenopausicas. En nuestro estudio hemos observado que las pacientes chagasicas premenopausi-
cas, presentan un mayor compromiso cardiovascular en comparacion con las mujeres no chagasicas
aun las que presentan otras enfermedades cardiovasculares. Ademas, las pacientes jévenes chagasicas
tienen afecciones miocardicas que normalmente no se observan entre las pacientes no Chagasicas
de la misma edad.

Las mujeres Chagasicas y las no Chagasicas presentan un perfil metabélico semejante ob-
servado a partir de los datos detectados en plasma. Por lo tanto, estas variables bioquimicas no con-
tribuyen a explicar el dafio cardiaco observado en las pacientes Chagéasicas comparadas con las no
Chagiasicas. Berra et al, estudiaron en una poblacién de hombres y mujeres chagésicos los factores
de riesgo, como habito de fumar, alcoholismo, obesidad e hipertension y los compararon con pacientes
no Chagasicos, observaron que los factores de riesgo convencionales para enfermedad cardiaca no se
asocian estadisticamente con mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas entre las personas
infectadas por T. cruzi (7).

En nuestras pacientes, la agresividad de T. cruzi se evidencia por la severa disminuciéon de
funcion sistélica observada en el EcoCG bidimensional (FEVI < de 40% y dilatacién grado III de las
cavidades cardiacas). Situaciéon que no se detecta entre las pacientes hipertensas. Por lo tanto, nuestro
estudio demuestra que los dafos cardiacos detectados en mujeres jovenes Chagasicas deben ser oca-
sionados por la infecciéon crénica con T. cruzi, siendo los estrogenos, no eficaces para ejercer su accion
protectora sobre el corazén, como ocurre con las mujeres hipertensas afectadas por otros factores de
riesgo cardiovasculares.

Correira et al mostraron que pacientes con la EC indeterminado presentaban inalterada la

variabilidad en el intervalo corto del ECG y en algunos se observaban pequefias lesiones en las iner-

59



TESIS DOCTORAL - DR. OscAR CHRISTIAN LASSEN

vaciones eferentes del nodo sinusal, lo que sugiere que la mayoria de los pacientes Chagasicos, en la
etapa asintomatica, no presentan lesiones importantes, pero si una pequefio dafio (17). Resultados
similares se observaron en los adultos mayores chagasicos, habitantes de areas endémicas (2. 9). En
este trabajo no observamos diferencias estadisticas entre los ECGs de pacientes Chagasicas y no Cha-
gasicas, a pesar que la incidencia ECGs anormales entre las pacientes premenopausicas chagasicas
es mucho mayor. Después de la menopausia, la incidencia de ECG anormal entre las pacientes Cha-
gasicas alcanza los mismos valores que entre las no Chagasicas. Entre las pacientes no chagasicas,
esto puede ser debido a complicaciones generadas por la hipertension, y en pacientes chagasicas, es
probable que la causa se deba al tiempo con que transcurre con la lesién original.

Hay suficientes pruebas para sugerir que la composicién genética podria afectar a la evolucion
de los sintomas del paciente y agravar su estado clinico. Varios estudios informan que, en plasma de
pacientes chagésicos se detecta una disminucién de actividad SOD en un 60% comparada con el
grupo sano (66 y 71). Sumadas las dos situaciones, infeccién por T. cruziy la reducida actividad debido
al polimorfismo, ocasionaria en los pacientes crénicos, efectos perjudiciales en el sistema homeosta-
tico del funcionamiento del corazén conduciendo a un deterioro temprano de la funcién cardiaca. La-
mentablemente el escaso niimero de mujeres portadoras del polimorfismo Thr/Thr del gen del
SOD-Mn no nos permitié determinar una asociacién entre este polimorfismo, la determinacién de
la actividad enzimatica y la afeccion cardiaca.

Se conoce que en las mujeres los estrogenos tienen acciones de protecciéon sobre el corazén
y algunos autores proponen que, los pacientes con CCC presentan un desequilibrio en los mecanis-
mos homeostaticos (48). Entre las mujeres premenopausicas chagésicas el desequilibrio entre mo-
duladores/estrogenos manifestado en forma crénica llevaria al deterioro cardiaco temprano. Por lo
que urge evitar que en las pacientes chagasicas jovenes no evolucione su cardiomiopatia temprana-
mente, ya que llegada la menopausia se encontrara en condiciones de severidad clinica.

Nuestras observaciones no parecen verse influenciadas por factores antropométricos o clinicos
porque ambos grupos estaban estrictamente controlados para variables como: (habito de fumar, vida
sedentaria, sobrepeso, entre otros). Las variables bioquimicas que indican un riesgo de desarrollar la
cardiomiopatia no son sustancialmente diferentes entre los dos grupos de mujeres premenopausicas.
La diferencia en la incidencia de pacientes con EcoCG anormal parece deberse a mecanismos que se
activan por infecciéon por T. cruzi, probablemente el genotipo Thr-SOD-Mn aumentaria el riesgo de
dano cardiaco.

En caso de que la afeccion cardioldgica sea causada por infecciéon con Trypanosoma cruzi, se
derrumban los efectos cardio-protectivos como la accion de los estrégenos en las mujeres, o algiin
genotipo beneficioso, o la edad, en consecuencia avanza la sintomatologia hacia el deterioro irrever-
sible. En este sentido Oliveira Filho, J. demostr6 en pacientes chagasicos que el infarto fue frecuente
en pacientes sin evidencia de disfuncion sistélica en el ecocardiograma, y establecieron una relaciéon
entre la Enfermedad de Chagas e infarto independiente de la gravedad de la enfermedad cardiaca. Al
excluir los factores contundentes, como hipertension y diabetes, la Enfermedad de Chagas mostr6

significacién marginal (p = 0,068) como un predictor independiente de infarto de miocardio (45)

60



TESIS DOCTORAL - DR. OscAR CHRISTIAN LASSEN

Diferentes autores postulan que, las infecciones crénicas y riesgo de dafio cardiaco se atribu-
yen a la cascada inflamatoria, la disfuncion endotelial y aterogénesis. La enfermedad de Chagas es
producto de una activacion crénica del sistema inmune y produce miocarditis y fibrosis linfomono-
citica persistente. Experimentalmente se ha corroborado el dafio microvascular, cambio en las células
endoteliales, y la hiperviscosidad. De modo que, se propone que la inflamacién crénica puede explicar
al menos en parte las observaciones clinicas en nuestros pacientes, que sin criterio clinico ni factores

de riesgos exacerbados desarrolla la cardiomiopatia chagasica.
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CONCLUSIONES
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Se realiz6 un estudio comparativo en pacientes chagasicos y su asociacién con pacientes hi-
pertensos, comparando las caracteristicas clinicas y cardiolégicas asociadas a la composicion genética
a fin de detectar algtin perfil genético combinado con factores de riesgo convencionales que describan
a los pacientes chagasicos asintomaticos y que los diferencie de los sintomaticos y de la poblacién no
chagasica (hipertensos); para contribuir al entendimiento de la fisiopatogenia de la enfermedad de
Chagas sin sintomatologia evidente y poder encontrar un marcador prondstico que nos indique el
riesgo de evolucionar hacia la sintomatologia y complicaciones cardiovasculares.

Segtn los resultados obtenidos, los factores de riesgos convencionales como el género mas-
culino, los niveles de triglicéridos, colesterol, LDL-col plasmaticos, y la edad entre otros, no representan
ningn agravamiento a la sintomatologia chagasica. Es mas, factores protectivos como el género fe-
menino, la edad joven, niveles de lipidos plasmaticos dentro de los valores normales no privilegian al
paciente chagésico de su condicion de cardidpata. La infeccién con Trypanosoma cruzi ocurrida en
algin momento de la vida, desencadena un conjunto de eventos moleculares inmune-inflamatorios
que sobrepasan todos los factores protectivos de los pacientes, produciendo una sintomatologia car-
diaca silenciosa y latente.

En mujeres chagasicas jovenes, la agresividad del parasito lleva indefectiblemente a una Mio-
cardiopatia dilatada grave con arritmias, bloqueos, insuficiencia cardiaca y muerte stibita, muchas re-
quieren colocacion de marcapasos y tratamiento farmacolégico permanente. Esto no sucede con
mujeres no Chagasicas que por HTA tienen complicaciones cardiovasculares severas, mayoritaria-
mente luego de los 60 afios de edad.-

Concluimos ademas, que la variantes genética+138/4A del polimorfismo del gen de endote-
lina 1y el alelo T del polimorfismo His323His del gen receptor A de endotelina. modificarian y agra-
varfan el pronéstico de los pacientes, asociado a complicaciones cardiovasculares. Esta observacion,
despierta un gran interés por conocer los grupos de poblaciones influenciados por genes predictores,
y de esta forma, tratar con drogas especificas inhibidoras de Endotelina y su receptor A.-

Postulamos que los polimorfismos +138 3A/4A del gen de endotelina vy ile/treo del gen de
SOD-Mn estan positivamente involucrados; ya no con la patogénesis de la cardiopatia chagisica en
forma directa, si no con afecciones secundarias que conduciran al dafio cardiolégico y participarian
modulando la expresion fenotipica de la enfermedad en los pacientes hipertensos.

La frecuencia alélica y genotipica no mostr6 diferencias significativas entre los pacientes con
cardiopatia causada por infeccion por T.cruzi o provocada por otra causa. Nos queda por confirmar
alguna asociacion entre el alelo T del polimorfismo de His323His del gen receptor A con la presencia
de lesiones cardiomiopéticas mas severas, como para considerar al alelo T del mencionado polimor-
fismo como factor de riesgo-prondstico de evolucion de la enfermedad.

Creemos que este trabajo contribuye a tratar de aclarar los mecanismos intimos del desarrollo
de la miocardiopatia chagésica croénica, su relacién indudable con factores genéticos, inmunolégicos
e inflamatorios. Ademas ayuda a comprender: la evolucion disimil de los infectados chagasicos, con
o sin cambios significativos en las estructuras miocardicas, el periodo indeterminado de larga evolu-

cién (entre 15 y 20 afios) hasta la aparicion de los primeros sintomas y signos, con una escala ascen-
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dente hacia complicaciones cardiacas diversas e irreversibles.

Por ultimo, seguramente nuevos estudios que definan un perfil genético de pacientes chaga-
sicos infectados asintomaticos, podrian marcar la progresion de la enfermedad y la utilizacién de nue-
vos métodos terapéuticos que impidan o disminuyan los efectos deletéreos del Trypanosoma cruzi, en
el corazon. La comparacion con pacientes No chagasicos ( hipertensos) portadores de Miocardiopatia
hipertrofica, es de gran importancia para entender la increible agresividad de la Enfermedad de Chagas
en individuos jovenes, sin diferencia de género, ni ingerencia hormonal protectiva (género femenino).
Fenémenos que no acontecen en No chagésicos ( hipertensos), en cuya evolucién influyen en gran

medida, factores clasicos de riesgo cardiovascular.-
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ADENDUM
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El equilibrio de Hardy-Weimberg es un modelo teérico para genética de poblaciones que es-

tablece que la composicién genética de una poblaciéon permanece en equilibrio mientras no actte la

selecci6én natural ni ningtn otro factor y no se produzca ninguna mutacién. Es decir, la herencia men-

deliana, por si misma, no engendra cambio evolutivo (Luque J).-

REsurraADoO DE H-W PARA EL POLIMORFISMO DE ENDOTELINA-1

e Control HT CHAGAS
observadas* | esperadas observadas | esperadas | observadas* | esperadas
3A/3A 10 11.33 20 22.34 14 17.54
3A/4A 32 29.33 41 36.31 29 21.92
QA/4A 17 18.33 12 14.34 3 6.54 /

Comparacion entre pares de poblaciones

* p=0.01667 con un alfa =0,05

FRECUENCIAS GENOTIPICAS RESULTADO DE H-W PARA RECEPTOR A

' Control HT CHAGAS
observadas®* | esperadas | observadas | esperadas | observadas®* | esperadas
C/C 10 10.20 19 22.92 9 12.47
C/T 14 13.60 40 32.15 28 21.06
Q/T 4 4.20 7 10.92 5 8.47 /

Se observa que las poblaciones se encuentran en equilibrio de H-W.
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FRECUENCIAS DEL GENOTIPO EN PACIENTES CON CARDIOMIOPATIAS Y CONTROLES
SANOS Y LASFRECUENCIAS ESPERADAS ACORDE AL EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

-

% Genotipos

Valor para el exceso de: \

(IC 95%)
Ala/Ala Ala/Val Val/Val Homocigota | Heterocigota
Control
Observado(23) | 65 (15) 26 (6) 9(2) 0,2375 0,9750
Esperado (23) 61 (14) 35 (8) 4(1)
No chagasico.
Observada 23 (7) 74 (32) 3(4) 1 0,0125%
Esperada 36 (7) 48 (32) 16 (5)
Chagasicos
Observada 23 (6) 65 (17) 12 (3) 0.9625 0.3127
KEsperada 31(8) 50 (13) 19 (4) /

* Valor-p significativo (p<0,05).

IC intervalo confianza. Los valores representan la frecuencia en porcentaje y entre paréntesis el tamafio de

la muestra.

El nivel de heterocigocidad observado entre los controles es del 26%, en cambio para los en-

fermos es de 74% para los no chagasicos y 65% para los chagasicos, por lo tanto se observa exceso de

heterocigotos entre los pacientes con cardiomiopatias y en consecuencia no estin en equilibrio.

73



TESIS DOCTORAL - DR. OscAR CHRISTIAN LASSEN

74



