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INTRODUCCION

En la Enfermedad de Chagas (EC), la presencia del Trypanosoma cruzi (T.cruzi) es un factor determinante en la
evolucion hacia el deterioro de la funcién cardiaca. Para contrarrestar la infeccion, el huésped activa un conjunto
de mecanismos de defensa (inmune e inflamatorio) que persisten en el tiempo. Podriamos atribuir parte de la
responsabilidad de la variabilidad en la expresién de sintomas y evolucién de la EC a caracteristicas genéticas de
cada individuo que permiten que se pongan en marcha mecanismos moleculares adaptativos del huésped, para
sobrellevar la funcién cardiaca con normalidad y no poner en riesgo la vida [1,2].

Diversos trabajos han observado asociaciéon entre polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) de diferentes
factores en diferentes cardiomiopatias [3,4]. En este sentido poco se conoce de lo que sucede con la fisiopatogenia
de la Cardiomiopatia Chagasica Cronica.

Nos propusimos identificar polimorfismos en el gen de la SOD-Mn (superdxido dismutasa dependiente de
Manganeso) en el gen de Endotelina 1- y su receptor A y asociar la variabilidad génica a caracteristicas clinicas y/o
bioquimicas en individuos con y sin infecciéon con T.cruzi.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 201 pacientes entre los 42 y 72 afos de edad, que asistieron en forma consecutiva al Servicio de
Chagas e Hipertension, Departamento de Medicina Interna del Hospital Cérdoba, Cdérdoba, Argentina. Fueron
tratados de acuerdo con la declaracidén de Helsinki y firmaron un consentimiento informado antes de la admision. El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la institucion. Se excluyeron pacientes hipertensos, las mujeres
embarazadas.

Se les realizd electrocardiograma de 12 derivaciones en reposo (ECG), ecocardiografia transtoracico bidimensional
Doppler color (EcoCG) y radiografia de Térax (Rx) en las dependencias del Hospital Cérdoba. Las lecturas de las
técnicas no invasivas fue informada por observadores independientes. En el Laboratorio central a cada sujeto se
les extrajo muestras de sangre para realizar las pruebas bioquimicas rutinarias y determinacion seroldgica de la
EC segun lo indicado por la [5]. Se valoré la funcién hepatica, renal, lipidos en plasma y perfil metabdlico.

Se clasificd a las pacientes Chagasicos y no chagdsicos en asintomaticos cuando presentaron Rx de térax, ECG vy
EcoCG y datos clinicos normales, o en sintomaticos cuando al menos una de las evaluaciones fue anormal.

El grupo sintomaticos, fue subdividido en:

e Subgrupo 1 caracterizado por pacientes con Rx de toérax con hipertrofia cardiaca leve; ECG con bloqueo
completo de rama derecha (BCRD), Hemibloqueo anterior izquierdo (HBAI) y/o alteraciones de repolarizacién y/o
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extrasistoles ventriculares; y fraccidon de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) mayor del 50%.

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

e Subgrupo 3 pacientes con cardiomegalia severa, insuficiencia cardiaca; arritmias y FEVI inferior al 30%, vy
dilatacion de cavidades cardiacas. Bloqueo trifasicular.

Analisis Molecular: La extraccién de ADN se realizé por métodos convencionales [6]. El analisis de los SNPs se
realizé mediante amplificacion de una secuencia polimérfica por la reaccién en cadena de la polimerasa y andlisis
del largo de los fragmentos de restriccion, generados por la digestion de enzimas de restriccion especificas para
cada polimorfismo (PCR-RFLP) siguiendo las indicaciones publicadas [7,8,9,10].

Andlisis estadistico: Las diferencias en las variables clinicas y bioquimicas entre grupos se evaluaron mediante
analisis de x2. Se considerd estadisticamente significativo un p< 0,05. Se analizd mediante Kruskal Wallis no
paramétrico la interaccién entre polimorfismos genéticos y los valores plasmaticos bioquimicos. Los analisis se
realizaron mediante INFOSTAT.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los datos demograficos y las principales caracteristicas clinicas de los dos grupos de
pacientes. La mayor de edad de los individuos chagasicos no resultd un factor estadisticamente cofundente para
observar mayor severidad en la lesién cardiaca entre los miembros de este grupo. No se observaron diferencias
estadisticas en relacién al género y en los parametros bioquimicos. La evaluacion cardiaca por Rx de térax mostrd
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 entre los pacientes con Chagas (p<0.0001). En este grupo se
observd mayor frecuencia de trastornos de repolarizacion de grado 2 (p<0.05) y afeccién electrocardiograficas
severas (p<0.02). Las imagenes del EcoCG muestran que la mayoria de pacientes sin Chagas no presentan
alteraciones (p<0.0001), mientras que las alteraciones mas severas y fracciéon de eyeccién < de 50 se detectan
entre los pacientes chagasicos.

Chagasicos No p
chagasicos
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- 94 (84- 0,782
107)* 109)*
CPK 92 (76- 90 (70- 0,358
134)* 120)*
LDH 332+96 343+104 0,457
Creatinina 0,89 (0,76-10,87 (0,75-| 0,718
1,07)* 1,04)*
Colesterol 221+56 214+57 0,415
TG 156+66 161+83 0,666
HDL-col 49+11 49+12 0,854
LDL 126+35 124+36 0,526
Rx
. . 9 (12,9%) |26 (21,9%)| 0,179
L Shaterecones 1y (LGS G <00
3. cardiomegalia grado II (2) 30 (42,8%) |50 (42,0%)] 0,964
4. cardiomegalia grado III y IV (3) 20 (28,6%)| 6 (5,0%) |<0,0001
ECG
1. Sin alteraciones (0) 9 (12,5%) 129 (23,8%)} 0,09
. 0, 0,
2. BCRD+ HBAI + HVI grado 1 }é’ gé'gof; ‘5‘(2) Ei‘l"g‘f; 2'01%35
3. + cambios isquémicos grado 2 L2 70 (=70 L
4. + FA o Blogueo A-V completo 6 (8,4%) | 1(0,8%) | <0,02
grado 3
EcoCG
1. Sin alteraciones (0) 13 (18,3%)|73 (59,8%)|<0,0001
: . S . 18 (25,4%)|25 (20,5%)| 0,542
2. ;Ea?j%%i + dilatacion de cavidades- 3 (4.2%) 8 (6,6%) 0.711
3. FE menor de 40%- grado 2 37 (52,1%)|16 (13,1%)|<0,0001
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La distribucion de frecuencias genotipicas de los polimorfismos estudiados en la poblacién enfermos de Chagas y
no chagasicos no presenta diferencias significativas. Esta distribucidon concuerda con el equilibrio Hardy Weinberg,
indicando que se puede considerar a las poblaciones como genéticamente semejantes (Tabla 2).

La distribucién de frecuencias polimérficas segun el género calculado por la prueba de Chi cuadrado de Pearson,
determindé una asociacién significativa en poblacion masculina chagasica y la baja frecuencia del genotipo
homocigota CC del polimorfismo H323H del gen del receptor A de endotelina. Se observéd relacién entre el género

4, FE menor de 30% + dilatacion de
cavidades- grado 3

Tabla 1. Datos demograficos y caracteristicas Clinicas de los Grupos de pacientes.
Los numeros representan el nimero de individuos y entre paréntesis el porcentaje y
*mediana (rango intercuartilico 25th-75th), la edad se expresa como la media mas

menos desvio estandar. Los valores de p en negrita son estadisticamente significativos.
Nivel de significaciéon p<0.05

Valores Normales: Glucemia normal entre 70 mg/dL y 110 mg/d, CPK valores normales

entre 24 a 194 U/ml, LDH <480 UI/ml, AP <270 UI/mL, Creatinina 0.7 - 1.4 mg/dL,

Colesterol <200 mg/dl, TG <150 mg/dl, HDL-chol >40 mg/dl, LDL<100 mg/dl.

Polimorfismo Genético Chagasicos | No- chagasicos p valor
+138/ex1 ins/del A ET-1 gen n (%) n (%) X2 test
3A/3A 19 (25.8) 18 (14)

3A/4A 45 (62) 88 (68)

4A/4A 8 (10.3) 23 (18) p=0.184
His323His ETA, gen

CC 16 (22.8) 43 (33.3)

CT 50 (70.1) 70 (54.3)

TT 6 (7.9) 16 (12.5) p =0.180
Ala-9Val SOD Mn gen

Ala/Ala 12 (17.5) 21 (16)

Ala/Val 47 (64.9) 85 (66)

Val/Val 12 (17.5) 23 (18) p=0.0068
I1le58Thr SOD Mn-gen

Lle/ Ile 28 (38.6) 21 (16.7)

Ile/ Thr 25 (35.1) 62 (47.9)

Thr/Thr 19 (26.3) 46 (35.4) p=0.0229

Tabla 2. Distribucidon de genotipos de los polimorfismos +138/ex1 ins/del A ET-1, Ala-

9Val SOD y I1e58Thr SOD Mn en pacientes chagasicos, no chagasicos y controles.

Los numeros indican el nimero de pacientes, entre paréntesis el porcentaje de individuos
que llevan el genotipo. Ala: alanina, Val: valina, Ile: isoleucina, Thr: treonina, 3A: tres
adeninas deleccién; 4A: cuatro adeninas insercion; C: citosina, T: timina.

significacion p<0.05.

femenino y el polimorfismo Ile/Thr + Thr/Thr del gen del SOD-Mn (p=0.001) (Tabla 3).

Nivel de

Polimorfismo His323His ETA, del gen del Receptor A de Endotelina-1
Masculino Femenino
CC CT+TT p valor CcC CT+TT p valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
No chagasicos| 16 (30) 28 (70) 34 (43.8) 36 (56.3)
Chagasicos 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 Ile/ Thr +Thr/Thr p valor Ile/ Ile Ile/ Thr + Thr/Thr p valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
No chagasicos| 13 (25) 39 (75) 13(17.2) 64 (82.8)
Chagasicos 8 (33.3) 16 (66.7) 0.345 19(41.2) 28 (58.8) 0.010

Tabla 3. Distribucion de frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen del Receptor A de endotelina y del gen de

SOD-Mn

Los numeros indican el nimero de pacientes, entre paréntesis el porcentaje de individuos que llevan el genotipo. Ile:

isoleucina, Thr: treonina, C: citosina, T: timina. Nivel de significacion p<0.05.
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Se evalud la interaccidon entre los parametros bioquimicos en la condiciéon chagdasicos y no chagdasicos comparando
asintomaticos de los no asintomaticos con los polimorfismos mediante la Prueba de Kruskal Wallis no paramétrico.
Este analisis reveld una interaccion entre la condicidon no chagasico y el polimorfismo Ile58Thr del gen SOD Mn
para algunas variables bioquimicas. En los pacientes no chagasicos se observd que siendo asintomaticos son
estadisticamente diferentes por que presentan genotipos diferentes para actividad fosfatasa alcalina y acido urico.
La combinacién genotipica Ile/ Thr + Thr/Thr muestra los valores mas bajos en plasma para las dos variables
mencionadas (Tabla 4). El polimorfismo ala/val del gen de SOD-Mn, mostré una asociaciéon entre Acido Urico
(p=0.0013) y colesterol (p=0.0320) para el homocigota ala/ala, los pacientes que portan este genotipo presentan
valores bajos en plasma (Tabla 4).

Polimorfismos genéticos IAsintomaticos|Sintomaticos| p

I1le58Thr del gen de SOD Mn| Media (DE) | Media (DE)
Fosfatasa Alcalina (mU/mL)
Ile/ Ile 220.81 258.26 |0.0129
Ile/ Thr +Thr/Thr 175.00* 259.69
Acido Urico (mg/dL)
Ile/ Ile 1.48 1.54 0.0013
Ile/ Thr +Thr/Thr 0.88* 1.62

Ala/val del gen de SOD Mn Acido Urico (mg/dL)

Ala/ala 0.51% 1.79 0.003
Ala/val+val/val 1.64 1.46
Colesterol (mg/dL)
Ala/ala 172.00* 228.9 0.027
Ala/val+val/val 195.35 220.71

Tabla 4. Analisis de polimorfismos I11e58Thr y Ala/val del gen de SOD Mn
en pacientes no Chagasicos segun la condicion
sintomatica/asintomatica.

Asintomaticos: pacientes con Rx, ECG y EcoCG compatibles con
registros normales, Sintomaticas: Pacientes con alteraciones en Rx, ECG
y EcoCG. Ile isoleucina; Thr treonina; ala alanina; val valina * indica el
genotipo con diferencia estadistica <0.05. Los numeros representan la
media, entre paréntesis la desviacion estandar

El mismo comportamiento se observd al analizar los polimorfismos del eje endotelina, evidenciando una
interaccidn significativa entre variables bioquimicas y el genotipo seguin la condicién sintomatico/asintomatico de
los pacientes no Chagasicos. Se observa que el genotipo 3A/4A + 4A/4A se asocia con pacientes no Chagasicos
asintomaticos. Los valores medios determinados en pacientes asintomaticos portadores de 3A/4A + 4A/4A se
muestran en la Tabla 5.

Sintomaticos p
Media (DE)

Asintomaticos
Media (DE)

Polimorfismos genéticos

+138/ex1 ins/del A ET-1 gen

GOT (mU/mL)

37,00 (12,91) | 31,03 (17,83) |0.0413

23,00 (6,54)* | 31,85 (34,63)
Acido Urico (mg/dL)

5,29 (1,72) 5,60 (1,59) |0.0007

3,86 (1,02)* 5,54 (1,61)
Colesterol (mg/dL)

206,0 (50,63) |224,18 (59,96)|

180,0 (52,07)* [223,27 (54,57)[0.0326

LDL (mg/dL)

3A/3A
3A/4A + 4A/4A

3A/3A
3A/4A + 4A/4A

3A/3A
3A/4A + 4A/4A

3A/3A

130,29 (37,65)

124,64 (31,21)[0.0130

3A/4A + 4A/4A

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)

Tabla 5. Anélisis de polimorfismos de endotelina-1 y su receptor A y la
condicion sintomatica/asintomatica de pacientes no Chagasicos.

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

El andlisis de interaccién entre polimorfismos en los pacientes chagasicos no mostro ninguna interaccién con
ningln genotipo, de modo que, los valores de los pardmetros bioquimicos correspondientes a los pacientes
chagasicos, no permite establecer una asociacién con algun genotipo particular.

Se observa la Tabla 6 que el alelo T es estadisticamente menos frecuente entre los pacientes no chagasicos
asintomaticos. Para el grupo de pacientes chagasicos no se observa ninguna diferencia para ninguno de los alelos
de estos polimorfismos.

Alelos Asintomaticos Sintomaticos
Grado I Grado II y III
3A 50 (10) 71 (7) 56 (32)
4A 50 (10) 28 (4) 44 (27)
C 73 (8)* 57 (7) 60 (35)
T 27 (3)* 43 (6) 40 (23)

Tabla 6. Frecuencias alélicas de los polimorfismos ET-1 y ET(A) en Pacientes No
chagéasicos con vy sin sintomatologia.

Los valores representan el nimero de individuos expresados en porcentaje, entre
paréntesis el tamafo de la muestra. *p<0,05

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

El presente trabajo compard en pacientes chagdsicos y no chagasicos las caracteristicas clinicas y cardioldgicas
asociadas a la composicion genética, a fin de detectar algun 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 poblacion no chagasica. Encontramos que los pacientes chagdsicos muestran una mayor afeccion
cardiovascular que se manifiesta en edades tempranas independiente del género y que siendo genéticamente
semejantes a los individuos no chagasicos, las variantes genéticas analizadas no contribuyen en ninguna manera a
la evolucién de la sintomatologia. Es mas, factores protectivos como el sexo femenino, la edad joven, niveles de
lipidos plasmaticos normales no privilegian al paciente de su condicion de cardidpata.

En la condicién no chagasico, se observd la participacion genética de los polimorfismos estudiados asociada a
determinados parametros bioquimicos de riesgo cardiovascular.
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