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GLOSARIO

ALELO: cada una de las variantes presentadas por cada gen en un individuo, que
ocupa el mismo lugar en el cromosoma.

ASOCIACION GENETICA: correlacion de un rasgo y un alelo en una poblacion de
una manera mas frecuente de lo esperado al azar.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO: combinacién de alelos en una poblacion que
difieren en la frecuencia de la predicha del producto de sus frecuencias
individuales en la poblacion.

ESTUDIO DE CASO-CONTROL: estudio epidemiolégico, observacional, analitico,
en el que los sujetos son seleccionados en funcién de que tengan (casos) o no
tengan (control) una determinada enfermedad, o en general un determinado
efecto.

FRECUENCIA ALELICA MINIMA: frecuencia del alelo menos comin de un
polimorfismo

GENOTIPO: composicién genética de un individuo que se refleja en su secuencia
de ADN.

HAPLOTIPO: combinacion de alelos en diferentes loci que se heredan en forma
conjunta.

LOCUS: ubicacion cromosOmica de un gen o un marcador

MAPEO GENETICO: consiste en el uso de técnicas genéticas para construir un
mapa gendmico.

ODDS RATIO (OR): medida de riesgo que compara la probabilidad de ocurrencia
de una enfermedad en un grupo con un alelo de riesgo, con la probabilidad en un
grupo control.

POLIMORFISMO: locus que esta representado por un numero diferente de alelos
o haplotipos en la poblacion.

TAG SNP: SNP que esta en fuerte desequilibrio de ligamiento con multiples SNPs.
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RESUMEN

TITULO* MAPEO GENOMICO DE ALTA RESOLUCION EN LA REGION 5g31.1-q33.1
ASOCIADO CON EL DESARROLLO DE CARDIOMIOPATIA CHAGASICA.

AUTORES**: ROCHA MURNOZ, Linda Patricia; GONZALEZ RUGELES, Clara Isabel.
PALABRAS CLAVES: Mapeo, region 5933.1-g33.1, Cardiomiopatia chagasica
DESCRIPCION

La enfermedad de Chagas, causada por la infeccion por el parasito protozoario intracelular
Trypanosoma cruzi, continua siendo un problema de salud publica, a pesar del control eficiente del
vector transmisor. Cerca de un tercio de los individuos infectados progresan a cardiomiopatia
chagasica crénica (CCC), mientras los dos tercios restantes permanecen asintomaticos y ésto
puede ser atribuible a susceptibilidad genética diferencial.

Objetivo: Identificar grupos de genes asociados con susceptibilidad o resistencia al desarrollo de
CCC, mediante un mapeo de alta resolucion en la regién cromosomica 5931.1-g33.1.

Materiales y métodos: Estudio poblacional de casos y controles en 400 pacientes chagasicos
divididos en 200 pacientes sintométicos (casos) y 200 pacientes asintomaticos (controles) de zona
endémica del departamento de Santander.

Resultados y discusion: El alelo G del SNP rs2070729 del gen IRF1 se asoci6 con
susceptibilidad a desarrollar CCC, por mayor frecuencia en los pacientes sintomaticos comparado
con los asintomaticos, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. El haplotipo TGG
conformado por los rs2070729, rs17622656, rs9282763 se encontré con mayor frecuencia en los
pacientes asintomaticos, sugiriendo que este haplotipo actiia como un factor de proteccién para el
desarrollo de CCC en la poblacién analizada.

El alelo A del SNP rs10066581 del gen CAMK2A tuvo una frecuencia mayor en los pacientes con
CCC, siendo esta diferencia estadisticamente significativa, con lo cual se sugiere podria estar
asociado a susceptibilidad al desarrollo de CCC. Igualmente, el haplotipo CA conformado por los
rs3822607 y rs10066581, mostrd asociacion con susceptibilidad al desarrollo de CCC, por lo tanto
podria ser considerado un factor de riesgo para el desarrollo de CCC en la poblacién analizada. El
alelo G del SNP rs6882623 en el gen CAMK2A, tuvo una frecuencia mayor en los individuos
asintomaticos y de igual forma el haplotipo GCTG conformado por los rs6882623, rs2241695,
rs10051644, rs6885505 estuvo asociado con proteccion.

* Proyecto de grado

** Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas. Director: Clara Isabel Gonzéalez
Rugeles, MSC., PHD.
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ABSTRACT

TITLE: HIGH-RESOLUTION GENOMIC MAPPING IN THE REGION 5031.1-q33.1 ASSOCIATED
WITH THE DEVELOPMENT OF CHAGAS CARDIOMYOPATHY .*

AUTORES: ROCHA MUNOZ, Linda Patricia; GONZALEZ RUGELES, Clara Isabel
KEYWORDS: Mapping, chromosome 5q31.1-q33.1, Chronic Chagas Cardiomyopathy
DESCRIPTION

Chagas disease caused by the intracellular protozoan parasite Trypanosoma cruzi, is still a major
threat to human health in Latin America, despite efficient control of the transmitting vector. Nearly
one-third of T. cruzi-infected individuals progress to chronic Chagas cardiomyopathy (CCC),
whereas the remaining two-thirds remain asymptomatic and may be attributable to differential
genetic susceptibility. Genetic susceptibility to development of cardiomyopathy is complex,
heterogeneous, and likely involves several genes.

Objective: To identify groups of genes associated with susceptibility or resistance to development
of chagasic cardiomyopathy by high-resolution mapping in chromosome 5g31.1-933.1.

Materials and methods: Our study population consisted of 200 serologically positive
cardiomyopathic patients and 200 seropositive and asymptomatic from endemic area of the
department of Santander.

Results and discussion: The SNP rs2070729 G allele of IRF1 gene was associated with
susceptibility to develop CCC more frequently in symptomatic patients compared with
asymptomatic, and this difference was statistically significant. The TGG haplotype formed by
rs2070729, rs17622656, rs9282763 was found more frequently in asymptomatic patients,
suggesting that this haplotype acts as a protective factor for the development of CCC in the
population analyzed. The rs10066581 SNP allele of the gene CAMK2A had a greater frequency in
patients with CCC, the difference being statistically significant, which is suggested may be
associated with susceptibility to the development of CCC. Furthermore, the haplotype formed by
rs3822607 CA and rs10066581, showed association with susceptibility to the development of CCC,
may therefore be considered a risk factor for the development of CCC in the population analyzed.
The SNP rs6882623 G allele in the gene CAMK2A, had a higher frequency in asymptomatic
individuals and similarly GCTG haplotype formed by rs6882623, rs2241695, rs10051644,
rs6885505 was associated with protection.

* Work Degree
** Faculty of Health. Master of Basic Biomedical Sciences. Director: Clara Isabel Gonzéalez Rugeles,
MSC., PHD.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (EC), conocida también como Tripanosomiasis
Americana es causada por la infeccibn con el parasito protozoario intracelular
Trypanosoma cruzi. Uno de los aspectos importantes de la EC es la gran variacion
en el desarrollo de la enfermedad, que va en la fase aguda desde la infeccion
asintomatica, en la mayoria de los casos, a miocarditis y muerte repentina en una
minoria. Y en el caso de la enfermedad crdnica, el desarrollo de cardiomiopatia y/o
megavisceras, que ocurre aproximadamente en un tercera parte de los individuos

infectados.

Los mecanismos responsables de la patogénesis de la EC no estan
completamente entendidos. La hipotesis mas aceptada es que la destruccion del
miocardio caracteristica de la mayoria de las formas clinicas de la EC es causada
por una reaccion inflamatoria progresiva, generada por la presencia del parasito
[ De ahi, la busqueda de caracteristicas de la respuesta inmune del hospedero
para explicar el establecimiento de las respuestas patoldégicas o protectoras.
Igualmente, la diversidad y grados de severidad de las manifestaciones clinicas, y
el hecho que solo la tercera parte de los infectados evolucione a cardiomiopatia
chagésica cronica (CCC) apunta a un componente genético de susceptibilidad

involucrado en la patogénesis. 7.

Varios estudios han evaluado la ocurrencia de polimorfismos genéticos
funcionales, presentes en genes que codifican moléculas relacionadas en el
control de la respuesta inmune y la susceptibilidad genética a la CCC 4 7% % pe
igual forma, el Grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecular, utilizando
estudios de casos y controles encontré asociaciéon de la CCC con citoquinas

proinflamatorias como IL1 beta ®? e 1L12 beta ™ y |a cadena alfa del receptor de
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IL-4 BY y hay dos articulos sometidos de asociaciones con el receptor de
qguimioquinas CCR5 y TNF-alfa.

La identificacion de los genes implicados en enfermedades complejas, como es el
caso de la EC, es uno de los grandes desafios en el campo de la genética
humana. Su implementacion se ha visto facilitada cada dia mas, debido a la
disponibilidad de bases de datos con mayor informacion sobre las variantes
genéticas en los distintos grupos étnicos, el desarrollo de mejores y mas eficaces
métodos de genotipificaciébn a gran escala mediante el uso de micromatrices, la
seleccion de polimorfismos de un Unico nucledtido (SNP) en regiones con
desequilibrio de ligamiento (DL), denominados SNPs etiqueta o “tag SNPs” y el
disefio de algoritmos bioestadisticos y programas de computacion para el manejo
de grandes cantidades de datos. Hasta el momento no hay reportes de estudios
de mapeo gendmico realizados en humanos en relacion con la susceptibilidad al
desarrollo y severidad de la sintomatologia clinica. Hallazgos previos de nuestro
grupo, en humanos, sugieren la ubicacion de varias regiones cromosomicas
asociadas con la susceptibilidad a desarrollar CCC, estas regiones se encuentran
en los cromosomas 2 1*?, 3 (datos en proceso de publicacién) y 5 °. Basados en
estos hallazgos en este trabajo de grado se propuso realizar un mapeo de alta
resolucién de la region cromosomica 5931.1-g33.1, en la cual se encuentra el gen
IL12B. Para ello utilizando herramientas bioinforméticas y mapas de alta densidad
y DL con acceso publico se realizé la seleccion de “tagSNPs”. En esta region
cercanos al gen de IL12B mapean genes involucrados en el montaje de respuesta
inmune como CD74, TIMD4 C1QTNF2, genes de factores de trascripciobn como
IRF1, de moléculas de sefializacion como ITK, CAMK2A. Los altos niveles de DL
B9 hacen de esta una region ideal para realizar mapeo fino con “tagSNPs”, con el

fin de identificar genes que podrian estar involucrados en el desarrollo de CCC.
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1. ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas (EC) o Tripanosomiasis Americana es una compleja
zoonosis causada por la infeccion con el parasito protozoario Trypanosoma cruzi.
La infeccion humana es transmitida por insectos vectores selvaticos o domésticos,
de la familia Reduviidae, perteneciente a la subfamilia Triatominae, cuyo habitat se
extiende principalmente en Centro y Suramérica. Sin embargo, debido a las
migraciones humanas, actualmente se han presentado casos en paises de Norte
América, Europa, Asia y Oceania (Schmunis and Yadon, 2010). La transmisién
vectorial es la forma normal de transmision entre animales y es la mas comun en
el hombre, pero se puede adquirir también mediante transfusion sanguinea o
trasplante de oOrganos de personas infectadas, asi como por via congénita y
raramente, por la ingestion de sustancias contaminadas o por infeccién accidental

en el laboratorio.

1.1 AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado perteneciente al orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma. Recibi6 su

nombre en homenaje a Oswaldo Cruz.

T. cruzi presenta cuatro formas morfologicas y biolégicamente diferentes durante
su ciclo de vida (Figura 1):

Tripomastigote metaciclico: forma infectante no replicativa, caracterizada por
poseer una forma elongada y flagelada. Esta forma se desarrolla en la porcion
posterior del intestino y recto del insecto vector e inicia la infeccion en una amplia
variedad de hospederos vertebrados.

Amastigote: estadio replicativo, se caracteriza por su forma esférica y aflagelada,
se localiza en el interior de las células del hospedero infectado en donde se replica

por fision binaria.
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Tripomastigote sanguineo: después de 9 fisiones binarias los amastigotes se
convierten en tripomastigotes flagelados que estallan la célula hospedera
liberandose a la circulacion sanguinea, donde invaden a otras células y asi
diseminan la infeccion en el hospedero. El ciclo se cierra cuando el individuo

infectado es picado por el triatomino.

Epimastigote: forma replicativa y movil. Puede ser encontrado en el tubo digestivo

del insecto vector. Es la forma predominante en cultivos axénicos.

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Triatomine vector takes a blood meal
and ingests trypomastigotes Trypomastigotes differentiate into

epimastigotes, which replicate in midgut

Vector
stages
Tt R Epimastigotes J;
& U differentiate into I
- Trypomastigotes trypomastigotes P
R ., infect other cells in the hindgut
ntracellular amastigotes and are excreted
transform into trypomastigotes, in the feces

followed by rupture of the host cell
Human
stages

Trypomastigotes o
differentiate into
amastigotes
and replicate:

Trypomastigotes
excreted with feces
enter through

bite wound or
mucous membrane

Trypomastigotes
invade nucleated cells

Fuente: Bern et al., 2011
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1.1.1 Ciclo vida de Trypanosoma cruzi. T. cruzi existe en la naturaleza en
diferentes poblaciones de hospederos vertebrados tales como animales silvestres,
animales domeésticos y seres humanos; e invertebrados, como los insectos vectores
[ Durante la fase en el hospedero invertebrado, éste ingiere las formas
tripomastigotes que se encuentran circulantes en la sangre del hospedero infectado.
Estas formas migran al intestino medio del insecto donde se transforman en
epimastigotes y entonces, en el intestino posterior, se diferencian en tripomastigotes
metaciclicos (un proceso conocido como metaciclogénesis) los cuales son
eliminados a través de las heces y orina del insecto vector, quienes son capaces de
infectar al hospedero vertebrado a través de mucosas o heridas en la piel.

En el hospedero vertebrado, los tripomastigotes metaciclicos invaden los primeros
tipos celulares presentes en el tejido, como macrofagos, fibroblastos o células
epiteliales. Una vez dentro de la célula hospedera los parasitos se transforman en
amastigotes y después de algunos ciclos de multiplicacién se transforman de
nuevo en tripomastigotes sanguineos. Estas formas pueden invadir nuevas células
localizadas en el sitio de la infeccion, alcanzar la corriente circulatoria o cualquier
tejido del hospedero o bien ser ingeridos por el insecto vector durante la picadura
al hospedero, completandose de esta manera el ciclo vital del paréasito (Figura 1).

1.1.2 Vector de Trypanosoma cruzi. Los vectores implicados en la
transmision de la EC son insectos del orden Hemiptera, familia Reduviidae,
pertenecientes a la subfamilia Triatominae. Mas de 130 especies silvestres y
domiciliarias han sido encontradas como potenciales vectores de T. cruzi, pero
tres tienen particular importancia epidemiolégica en América Latina porque estan
bien adaptadas a la vivienda humana, como son Rhodnius prolixus, Triatoma
dimidiata y Triatoma infestans, siendo los principales vectores de T. cruzi en
Latinoamérica (Guhl, 2007). En Santander, los vectores mas frecuentemente
encontrados son Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata y Panstrongylus
geniculatus (Guhl, 1999; Sandoval et al., 2000).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

La distribucion geografica de la EC, incluyendo reservorios y vectores, se extiende
desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de Argentina y Chile 2. Segtn la
Organizacion Panamericana de la Salud, 20% de la poblacion latinoamericana
esta en riesgo de adquirir la enfermedad (109 millones de individuos) y cerca de
7,7 millones de individuos se encuentran infectados *. Afortunadamente, el éxito
en las estrategias de control del vector ha reducido la transmisién de la
enfermedad en varios paises de América Latina con la reduccién en la incidencia
de nuevos casos (700.000 por afio en 1990 a 41.200 en 2006) y en el numero de
muertes (alrededor de 45.000 por afio 1990 a 12.500 por afio en 2006) 8!,

Por otra parte, como resultado de los movimientos migratorios de zonas rurales a
zonas urbanas, han cambiado las caracteristicas epidemiolégicas de la EC. Se
estima que alrededor de 70% de la poblacion Latinoamericana vive en areas
urbanas, cuando las cifras en los afios 30 mostraban que el 70% habitaba en
areas rurales. Es importante agregar que dicha transmision no se limita a los
paises en los que la enfermedad es endémica. Un nuevo problema
epidemioldgico, econdémico, social y politico se ha creado con la
internacionalizacién de la EC debido a la migracion legal e ilegal desde paises
endémicos de Latinoamérica a paises no endémicos en Norte América, Europa,
Asia y Oceania (Figura 2). En estos paises no endémicos, la transfusion de
sangre, el trasplante de 6rganos y la transmision vertical, son la ruta de infeccién

con T. cruzi. .
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Figura 2. Flujo de migracién desde paises endémicos para T. cruzi
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Fuente: Schmunis et al. 2010

En Colombia se estima que un 5% de la poblacidon que vive en areas endémicas
esta infectada lo cual equivale a aproximadamente 700.000 personas Yy cerca del
20% se encuentra en riesgo de adquirir la infeccion, considerando la distribucion
geografica de los vectores. Los departamentos con las tasas mas altas de
infeccion son Arauca (21,1%), Casanare (10%), Santander (6,3%), Norte de

Santander (5,2%), Boyaca (3,7%), Cundinamarca (1,9%) y Meta (1,7%) 571,

Estudios realizados en Santander han reportado porcentajes de seropositividad
superiores al 40% en algunos municipios de las provincias Comunera Yy
Guanentina (Gutierrez et al., 2004) (Figura 4). Sin embargo, con la implementacién
de programas de mejoramiento de viviendas a través de la asignacion de fondos a
los municipios de alto riesgo epidemiologico, se han beneficiado mas de 1500

viviendas, controlando al menos en parte, la transmision vectorial.
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Figura 3. Mapa de Santander. Incidencia de Chagas por provincias. Ailo 2006

: SANTANDER

DEPARTAMENTC

CH.

rvatorio de sata SIVIGI
- ~ . Nt

Fuente: SIVIGILA, 2007.

La estrategia de control de la EC est& basada en la interrupcion de la transmision
vectorial y en el tamizaje sistematico de la sangre de donadores en todos los
paises endémicos, en la deteccion y tratamiento de la transmision congénita y en
la administracibn de tratamiento a los casos agudos y a los nifios. Estas
intervenciones han contribuido a la interrupcion de la transmision en amplias
regiones del continente. Brasil, Chile y Uruguay, por ejemplo, han sido declarados

como paises libres de transmision

1.2.1 Mecanismos de transmision. Las formas de transmision de T. cruzi
reconocidas son las debidas a transmision vectorial, transfusion de sangre, via
congénita y las que ocurren via oral, por la ingestion de alimentos contaminados.
Mecanismos menos comunes incluyen accidentes de laboratorio, manejo de
animales infectados, trasplante de 6rganos y leche materna. Una via tedricamente
posible, pero extremadamente rara es la transmision sexual, por contacto con

esperma o fluido menstrual contaminado con T.cruzi 2.
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1.2.1.1Vectorial: Es actualmente responsable de mas del 70% de los casos en
paises en los cuales no hay un control sistematico del vector. La presencia de la
enfermedad en los humanos es un hecho puramente accidental, después de la

domiciliacién de los vectores, provocada por desequilibrios ambientales.

1.2.1.2Transfusional: Como T. cruzi puede ser detectado en sangre de individuos
infectados, o aquellos con falla en el tratamiento, la infeccion puede ser
transmitida a individuos no infectados a través de la transfusion de sangre. La
posibilidad de infeccidbn por esta via depende de varios factores, como la
presencia de parasitemia en el momento de la donacién, volumen de sangre
transfundido, estado inmunolégico del receptor, prevalencia de la infeccion por
Trypanosoma cruzi entre los candidatos a donantes de sangre y calidad de la
sangre transfundida. Con excepcion del plasma liofilizado y derivados sanguineos
expuestos a procedimientos fisico-quimicos de esterilizacion (albumina,
gamaglobulina), todos los componentes sanguineos son infectantes. Si se
mantiene a temperatura ambiente T. cruzi permanece viable a 4°C de 18 a 250

dias.

1.2.1.3 Congénita: Aunque las tasas de infeccibn congénita pueden variar
ampliamente, es aceptado que en los paises del cono sur de América de 1 a 12%
de los recién nacidos de madres infectadas podrian estar infectados ¢ . La
principal via de transmision vertical es la transplacentaria y puede ocurrir en
cualquier fase de la enfermedad materna: aguda, indeterminada o crénica. La
transmision también puede suceder en cualquier momento de la gestacion, siendo
mas probable en el dltimo trimestre, u ocurrir al pasar por el canal del parto, por el

contacto de las mucosas del feto con la sangre de la madre infectada.

1.2.1.4 Oral: La transmisién oral, comun entre animales en el ciclo silvestre, es

esporadica y circunstancial en humanos y ocurre por la ingestion de alimentos
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contaminados con las heces de triatominos u ocasionalmente por secreciones de
las glandulas de olor de los marsupiales o sangre de animales salvajes. Ademas,
por ingestiéon de carne mal cocida o sangre de animales salvajes (armadillo) 3.
Esta forma de transmisién se esta presentado con mayor frecuencia en diferentes
paises y en nuestra region. Los brotes aparecen de forma subita, afectando a un
pequefio numero de personas. Generalmente coinciden con épocas de calor, de
mayor actividad de los triatominos (mayor movilidad de vectores, mayor
hematofagia, mayor contaminacién del ambiente con heces infectadas, mayor

produccién de casos agudos por la via vectorial clasica).

1.2.1.5 Accidental: En estos casos, la infeccion se puede deber al contacto de
mucosas 0 micro lesiones de piel con cultivos de T. cruzi durante la manipulacién
sin el uso adecuado de equipamiento de proteccién personal de heces infectadas

de triatominos o sangre de paciente o animal conteniendo la forma tripomastigote.
1.3 ASPECTOS CLINICOS

Uno de los aspectos importantes de EC es la gran variacién en el desarrollo de la
enfermedad, que va en la fase aguda desde la infeccién asintomética, en la
mayoria de los casos, a miocarditis y muerte repentina en una minoria. Y en el
caso de la enfermedad crénica, el desarrollo de cardiomiopatia y/o megavisceras
(Figura 5).
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Figura 4. Evolucion clinica de la enfermedad de Chagas.

Infeccion por T Cruzi ]

!

Fase aguda Fase cronica Fase cronica

A
-
rl
7 G
V] 1
[ 1
[ 1
[ 1
® I 1
£ el |
() Aguda \
.
£ ;
- \
E " \\
ol -
' -

1

l Respuesta Inmune l

Fuente: Modificado de Dutra et al., 2009.

1.3.1 Fase aguda. Posterior a la infeccién con T. cruzi los individuos desarrollan
una fase aguda que oscila entre dos y cuatro meses. Esta fase suele ser
asintomatica pero pueden ocurrir manifestaciones como fiebre, dolor muscular,
sudoracion, hepatoesplenomegalia, falla cardiaca y menos frecuente,
meningoencefalitis. El compromiso cardiaco esta presente en aproximadamente el
90% de los casos. Durante esta etapa hay un elevado parasitismo acompafnado de
una intensa inflamacion. El diagnéstico se establece en menos del 10% de los

casos, debido probablemente a los sintomas inespecificos.

Las manifestaciones de la fase aguda se resuelven espontdneamente en la
mayoria de los casos en un periodo de pocos meses. La mortalidad ocurre
ocasionalmente (5-10% de los casos sintomaticos), como resultado de una severa

miocarditis o meningoencefalitis #*.
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1.3.2 Fase crbnica. La progresion a la fase crénica es simultdnea con el
establecimiento de una eficiente respuesta inmune del hospedero, la mayoria de
los pacientes en esta fase son asintomaticos y se clasifican como indeterminados
[2] Este periodo inicia entre 8 y 10 semanas después de la fase aguda y puede
persistir durante varios afios o indefinidamente. Aunque la mayoria de los
pacientes  crénicos son  asintomaticos, aproximadamente el 30%

desarrolla patologias asociadas a tejido cardiaco y/o digestivo.

La forma cardiaca es la manifestacion mas frecuente de la EC cronica. Las
manifestaciones clinicas dependen del grado de dafio miocardico, presentandose

arritmias, aneurismas apicales y falla cardiaca. ™ ",

La forma digestiva se desarrolla en cerca del 10-15% de
los pacientes infectados como resultado de la destruccién del plexo nervioso
mioentérico que se presenta con una variedad de sindromes clinicos, que van
desde leve dificultad para deglutir a dilataciones severas de estructuras

intestinales conocidas como el sindrome de "mega" de la EC.
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2. INTERACCION DE Trypanosoma cruzi CON EL HOSPEDERO HUMANO

2.1 ASPECTOS INMUNOLOGICOS

La recuperacion de una infeccion requiere la generacion de una respuesta
inmunologica eficiente que pueda eliminar o, por lo menos, controlar el patdgeno
infectante. Sin embargo, la induccién de la respuesta inmunoldgica también podria
ser responsable del desarrollo de patologias como resultado de la infeccidén pero
independientes de la presencia del patégeno. La infeccion por T. cruzi representa
un modelo apropiado e interesante para entender el balance entre la respuesta

inmune eficiente y la inmunopatologia. (Figura 6).

Figura 5. Citoquinas y poblaciones celulares involucradas en la generacion de
respuesta de proteccion o patologia en la EC.
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Fuente: Modificado de Dutra et al., 2009.
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2.1.1 Inmunidad Innata. El montaje de la respuesta inmune innata contra T.
cruzi es crucial para controlar la replicacion del parasito y la diseminacion durante
la fase aguda de la infeccion y asi mismo iniciar la respuesta inmune adaptativa
contra este patégeno % Varias moléculas de superficie de T. cruzi han sido
identificadas como inductoras de inmunidad innata, entre ellas se destacan el
glicosilfosfatidilinositol (GPI) anclado, glicoproteinas unidas al GPI como la mucina

y la enzima trans-sialidasa '*®

. Estos antigenos de T. cruzi son conocidos como
patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPSs y son reconocidos por una
clase de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) los cuales son
expresados en las células de la inmunidad innata, como células dendriticas,
macrofagos y células asesinas naturales (NK). Entre los diversos PRRs, los
receptores de tipo Toll o TLRs (del inglés Toll like receptors) son los mas
estudiados. Estos receptores reconocen moléculas esenciales de diversos
microorganismos, los cuales actuando en conjunto reconocen la mayoria de los
patdgenos; ademas se ha demostrado que estos receptores participan en el
reconocimiento de moléculas propias de T. cruzi "® %%, La unién de los PAMPs del
parasito a los PRRs de las células de la inmunidad innata, estimulan la produccion
de mediadores proinflamatorios, incluyendo citoquinas como factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleuquina-12 (IL-12) e interferon gamma (IFN-y),

quimioquinas y 6xido nitrico (ON) [ 8!

. Esas interacciones no solo proveen la
primera linea de defensa contra la infeccion por T.cruzi sino las sefiales

inflamatorias generadas modulan la respuesta inmune adaptativa.

Aunque las teorias que tratan de explicar los mecanismos que subyacen a la
patogénesis de la EC son controversiales, las teorias de autorreactividad y la
persistencia del parasito no son mutuamente excluyentes, ambas deben ser
consideradas al tratar de entender el origen y la progresion de la enfermedad.
Independientemente del origen 6 fuente de los antigenos que desencadenan la

respuesta inmune durante la infeccién crénica, existe un consenso de que el
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sistema inmune del hospedero, en particular, las subpoblaciones de células T,

juega un papel central en el desarrollo de la patologia.

2.1.2 Inmunidad Adaptativa. Una vez los antigenos de T. cruzi son capturados
por macréfagos y células dendriticas presentes en el infiltrado son posteriormente
procesados y presentados a las células del sistema adaptativo (linfocitos T). Estas
células reconocen el antigeno unido a las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad y junto con moléculas coestimuladoras como CD80, CD86,
CD40 y la accion de citoquinas como IL-12, inducen la activacion de los linfocitos
T (ThO) y la posterior diferenciacién a Th1 4. Este linfocito Thl a su vez, produce
IFN-y que estimula tanto a los linfocitos B para que produzcan anticuerpos
efectores, como a los linfocitos T CD8" para que destruyan el patdgeno *°.. Sin
embargo, estudios realizados por Vitelli y colaboradores encontraron una
correlacion entre la frecuencia de linfocitos T CD4" que no expresan la molécula
coestimuladora CD28 y la expresion de IL-10 en pacientes en fase indeterminada
1 En este sentido, la IL-10 producida por los monocitos favorece la activacion de
linfocitos T reguladores (CD4", CD25") cuya finalidad es el control de la
inflamacion una vez haya sido eliminado el parasito, pero también podria estar
favoreciendo un estado de persistencia del parasito que conduciria probablemente
a los infectados a una fase asintomatica o indeterminada o en algunos casos al

desarrollo de una fase crénica.

Los pacientes con CCC presentan un marcado infiltrado inflamatorio en el tejido
cardiaco. Las células mononucleares incrementan la produccién de citoquinas
proinflamatorias, llevando a niveles aumentados en plasma de TNF-a e IFN-y, los
cuales son, incluso, detectados en individuos con las formas indeterminadas de la

enfermedad & 75 &9

, debido probablemente a la persistencia del parasito. Estos
niveles fueron mayores en los pacientes con la forma crénica y se relacionaron
con severidad, debido a que en pacientes con reduccién en mas del 50% de la

fraccion de eyeccion ventricular izquierda los niveles fueron mayores B9
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Adicionalmente, estudios de expresion génica en modelos murinos analizando
tejidos de miocardio con la forma crénica de EC, mostraron regulacion positiva en
genes relacionados con respuesta inmune, entre ellos genes inducidos por IFN-y,
como el factor regulatorio de interferon IRF1. La expresion incrementada de IRF1,
fue confirmada por PCR en tiempo real 4 3759 Estas evidencias sugieren que las
citoquinas TNF-a e IFN-y y el factor de transcripcion IRF-1 estan participando en la
induccion de las lesiones del tejido cardiaco, asi como también, en el desarrollo de

la CCC en pacientes infectados con T. cruzi (#3989,

Recientemente, fue propuesto que el desequilibrio entre los mecanismos
oxidantes/antioxidantes (como, por ejemplo, éxido nitrico y la enzima superoéxido
dismutasa) y citoquinas pro/antiinflamatorias (como TNF e IL-10), asi como la
persistencia de determinadas subpoblaciones de células T CD8" en el tejido
cardiaco, podrian influenciar la gravedad de las lesiones desarrolladas por el
individuo infectado, que serian consecuencia de una relacion duradera y compleja
entre el parasito y la respuesta inmune regulada ineficientemente de los individuos

infectados que desarrollan las formas graves de la EC 22,
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3. ASPECTOS GENETICOS

La gran variacion en el desarrollo de las diferentes formas clinicas y los diferentes
grados de severidad evidenciados en EC, indica que existen varios factores que
contribuyen a la heterogeneidad observada. Algunos de estos factores seran
inherentes al genoma del parasito y otros estaran relacionados con la constitucion
genética del hospedero. De esta manera, la variacion en el genoma del hospedero
(polimorfismos genéticos), podrian tener un papel importante en el desarrollo de

resistencia o susceptibilidad a la CCC.

Los polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) son la forma mas prevalente de
variaciones geneéticas entre individuos. En base a los resultados de secuenciacion
se estima que el genoma humano contiene aproximadamente 10 millones de
SNPs B Dada su alta frecuencia, estabilidad y bajas tasas de mutacion, estas
variantes polimorficas han sido ampliamente utilizadas en estudios de asociacion
por su posible papel en la patogénesis de diversas enfermedades complejas y
poligénicas, es decir, aquellas enfermedades cuyo fenotipo esta influenciado por
factores tanto ambientales como genéticos, donde cada uno de ellos ejerce un
efecto moderado sobre el desarrollo de la enfermedad . Teniendo en cuenta lo
anterior, la EC podria catalogarse como una enfermedad compleja dada la
variedad de factores que podrian influenciar su desarrollo, especialmente la
variabilidad genética del hospedero y del parasito, ademas de los factores

medioambientales.

Varios estudios han evaluado la ocurrencia de polimorfismos genéticos en genes
que codifican moléculas relacionadas con el control de la respuesta inmune y la
susceptibilidad genética a desarrollar CCC. Considerando el papel fundamental de
las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de clase Il en el
proceso de presentacion antigénica, se estudiaron polimorfismos en las moléculas

DRB1 y DQB1 en pacientes chagasicos peruanos. Ellos presentaron una
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frecuencia disminuida de los alelos DRB1*14 y DQB1*0301 con relaciéon a los
individuos no infectados, sugiriendo un papel protector de estas moléculas a la
infeccion crénica . De igual forma, se han realizado varios estudios evaluando
polimorfismos ubicados en la regién promotora del gen TNFA ?® con resultados

contradictorios.

Otros genes han sido estudiados en relacion al desarrollo de CCC como son MIF
B2 1L1B e ILIRN ™ y MASP2 4. De igual forma, el grupo de investigacion
dentro del cual se adelanté este trabajo, utilizando estudios de casos y controles
encontré asociacion de CCC con citoquinas proinflamatorias como IL1B e IL12B,
donde se mostré que el alelo G del SNP +5810 del gen IL1B estuvo asociado con
un incremento al riesgo de CCC. Ademas se demostré el genotipo GG de este

SNP incrementd significativamente la susceptibilidad a CCC 2

y en el caso de los
polimorfismos en la region 3’'UTR del gen de IL12B, este estudio sugiere que estos
podrian influenciar la susceptibilidad al desarrollo de CCC %Y. En el caso de
INFG, los datos del estudio sugieren que el SNP +874 podria estar involucrado en
la susceptibilidad, pero no en la progresion a EC (Torres et al., 2010). Por otra
parte, se realizaron estudios en genes que codifican para citoquinas
antiinflamatorias y sus receptores como IL4RA, IL4, IL10. Los resultados de este
estudio sugieren que el genotipo AA del SNP +148 de IL4R tiene una asociacion
débil con el desarrollo de CCC. No se observaron asociaciones en los
polimorfismos de los genes 1L4 e 1L10 BY. Estan en proceso de publicacién dos

asociaciones con el receptor de quimioquinas CCR5 y TNFA.

En conjunto, los datos anteriores sugieren la participacion de moléculas
involucradas en la presentacion antigénica y control del parasito en el proceso de
migracion celular y en la regulacion de la respuesta inmune en la patogenia de la
CCC. Sin embargo, algunos de los estudios no han podido ser replicados y se han
encontrado discrepancias entre las diferentes poblaciones; lo cual podria

explicarse, al menos en parte, por la heterogeneidad genética de los diferentes
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grupos étnicos analizados y por la diferencia en la frecuencia de los polimorfismos
(Delgado-Vega et al., 2006).

La identificacidn de los genes implicados en enfermedades complejas se ha visto
facilitada cada dia mas debido a la disponibilidad de bases de datos con mayor
informacion sobre las variantes genéticas en los distintos grupos étnicos a través

del Proyecto Internacional HapMap (www.hapmap.orq). Este proyecto ha llevado a

superar algunas de las dificultades para el mapeo de genes de susceptibilidad en
enfermedades complejas, junto con el desarrollo de mejores y mas eficaces
métodos de genotipificacion a gran escala, la reduccién en el nimero de SNPs
necesarios en la genotipificacion y el disefio de algoritmos bioestadisticos y

programas de computacion para el manejo de grandes cantidades de datos.

Trabajos recientes sugieren que el genoma humano contiene regiones
cromosomicas discretas con baja diversidad de haplotipos, denominados bloques
de haplotipos, los cuales estan separados por puntos calientes de recombinacion.
Por definicion, los SNPs dentro de un bloque de haplotipos pueden estar en fuerte
DL (Figura 7). Cuando los marcadores se encuentran en DL (r*=1) en la poblacién,
existe informacion redundante, por lo tanto, la genotipificacion de un Unico SNP
provee toda la informacion de aquel con el cual esta en DL. La mayoria de los
haplotipos dentro de un blogue pueden ser identificados usando un namero mas
pequefio de SNPs, conocidos como SNPs etiqueta o “tagSNP” Y. Usando tales
SNPs se puede reducir considerablemente el nUmero de variantes a analizar y por
lo tanto los costos y esfuerzos que implican los estudios de asociacion a gran

escala.
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Figura 6. Estructura de la variacion genética
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Fuente: Modificado de Altshuler D. Science 2009

Estos avances tanto en la determinacién empirica de la estructura de DL de SNPs
a través del genoma, asi como las técnicas de alto rendimiento de genotipificacion,
sentaron las bases para el descubrimiento de variantes genéticas comunes
asociadas con varias enfermedades complejas a través de los estudios amplios
del genoma o GWAs. Estos estudios han proporcionado asociaciones
estadisticamente significativas en mas de 300 loci diferentes en el genoma
humano 3. Casi todas las categorias de enfermedades han sido estudiadas,
incluyendo enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, metabdlicas,
autoinmunes, varios tipos de cancer y enfermedades infecciosas. Han sido

publicados estudios en diabetes tipo 1 ®, enfermedad de Crohn % esclerosis
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[47] [45]

Lupus Eritematoso Sistémico I Artritis reumatoide ®°!

multiple y
enfermedades infecciosas como SIDA 7 |eishmaniasis cutanea ™, malaria & 771

y tuberculosis ..

El resultado mas interesante de estos estudios, los cuales conectan intervalos
gendmicos con rasgos complejos, es un nuevo entendimiento de los fundamentos

moleculares y las vias de muchas enfermedades *®

. Cabe destacar que algunos
de los genes o loci gendmicos que han sido identificados a través de estudios
GWAs no estaban identificados como genes relacionados con el rasgo complejo
bajo investigacion. Por ejemplo, estudios recientes identificaron nuevos genes de
riesgo para diabetes tipo 2, que afectan la formacion y funciéon de células
pancreaticas, asi como de vias que afectan los niveles de glucosa. Para la
mayoria de los genes identificados no habia una sospecha previa de que tuvieran
un papel en la diabetes como es el caso del gen MTNR1B, el cual codifica para
uno de los dos receptores conocidos de melatonina ** *!. Asi mismo, muchos de
los loci asociados con esclerosis multiple involucran funcion inmune, incluyendo
genes de receptores de interleuquinas IL2RA e IL7RA, y el locus HLA-DRA, sin
embargo, también estd asociado el gen KIF1B, un miembro de la familia de las
quinesinas que codifica una proteina que transporta vesiculas sinapticas al nervio
terminal y esté involucrada en la funcion axonal y que por lo tanto no se pensaba
estuviera asociado con esclerosis multiple . Por otra parte, existen varios casos
en los cuales genes o un intervalo gendémico ha estado asociado con dos 0 mas
enfermedades distintas. Los ejemplos incluyen diferentes genes receptores de
interleuquinas gque estan asociadas con enfermedad de Crohn, esclerosis multiple,

lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide ® (Figura 8).
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Figura 7. Superposicion de los factores de riesgo genéticos para enfermedades
comunes
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Estos avances en la asociacion de genes con muchas enfermedades, ha llevado a
sugerir la necesidad de reescribir los libros de medicina para tener una mejor
comprension de la interconectividad de las bases moleculares que subyacen a las

distintas enfermedades.

3.1 CAMK2A

CAMK2 es una proteina quinasa multifuncional dependiente de calcio/calmodulina
codificada por cuatro genes (a, B, v, d) en diversos eucariotas 4 . CAMK2A
codifica la subunidad alfa CAMK2.

a-CAMK2 es una subunidad de CAMK2 vy tiene un peso aproximado de 50 KDa.

Esta subunidad posee tres dominios: catalitico, autorregulatorio y de asociacion.

Esta proteina es una quinasa serina/treonina multifuncional que ha sido implicada
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en regular muchos aspectos de la funcién celular en respuesta a la sefalizacion
del Ca*?, incluyendo la regulacion del metabolismo de carbohidratos, aminoAcidos
y lipidos, receptores/canales de iones, sintesis y liberacion de neurotransmisores,
transcripcion y traduccion, organizacion del citoesqueleto y homeostasis de calcio

B3] Existe una fuerte evidencia del papel de CAMK2 en la patofisiologia del

cardiomiocito en hipertrofia y falla cardiaca 1 192,

a-CAMK2 es mantenida en un estado autoinhibido por el dominio autorregulatorio
que previene la unién de sustratos. El dominio de unién a Ca*?/calmodulina esta

contiguo al dominio regulatorio 4,

Figura 8. Diagrama linear de a-CAMK2
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Fuente: Hudmon and Shulman 2002

El gen CAMK2A cubre una regiébn de 70kb sobre el cromosoma 5 y esta
conformado por 19 exones. Posee dos promotores transcripcionales diferentes,
uno de ellos interno, el cual lleva a la produccion de la proteina aKAP. El gen
CAMKZ2A codifica tres variantes: a 'y aB que se expresan después del nacimiento
solo en determinadas regiones del sistema nervioso central y aKAP que ha sido
detectada en musculo cardiaco y esquelético, donde se oligomeriza con la forma

activa de CAMK2 en el reticulo sarcoplasmico [ 8681,
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Figura 9. Mapa de DL del gen CAMK2A

Fuente: Modificado de Haploview 4.2

El gen CAMK2A tiene alrededor de 100 SNPs en el cual se destacan 6 bloques
con alto DL, sin embargo de los estudios de GWAs adelantados hasta el momento
solo se ha encontrado asociacion con desorden de conducta del SNP rs2053053

ubicado en un intron. Este estudio fue realizado en familias caucasicas .
3.2 IRF1

El factor regulatorio de interferon 1 (IRF1) es un miembro de la familia de factores
de trascripcion IRFs que se expresa en la mayoria de tipos celulares, incluyendo
células T, células NK y macrofagos [/ 2% 51 Su expresion puede ser generada por
varios estimulos como infeccion viral, concavalina A, lipopolisacarido (LPS) y

citoquinas tales como IL-12, IL-1 e interferones tipo | y II 18551,
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IRF1 afecta la expresion de muchos genes y tiene un papel complejo en la
diferenciacion de las células T, especialmente en la generacion de una respuesta
Thl. Est4 involucrado en la produccion de IFN-y, iNOS e IL-12 por macrofagos y
células dendriticas ®2. La expresion de IRF1 puede ademas ser inducida por TNF-

a !y antagonizada por IL-4 B%

. La actividad de IRF-1 es esencial para el
reconocimiento de microorganismos y la presentacion antigénica. En células
presentadoras de antigeno, IFN-y induce la produccién de IRF-1 a través de la
accion de STAT1 y estimula la produccion de IL-12. A su vez, IL-12 actla sobre

las células NK para inducir la expresion de IRF1 %€,

Los efectos bioldgicos de IRF-1 han sido estudiados en diversas enfermedades

como choque séptico B [73]

, lupus eritematoso sistémico y complicaciones
autoinmunes de sindromes mielodisplasicos, en donde deficiencias de IRF1
estuvieron asociadas con proteccion a mortalidad inducida por LPS y disminucién
en la incidencia de manifestaciones autoinmunes, acompafiadas por una

disminucién en la produccién de TNF-a, IFN-y, ON e 1L-12 139,

El dominio de unién al ADN esta localizado en los primeros 115 aminoacidos de la
region amino-terminal y contiene un motivo formado por 5 residuos de triptéfano
los cuales estan separados por 10-18 aminoacidos. Este motivo media la union de
IRF1 al “core” de la secuencia de ADN, GAAA es el elemento de respuesta
estimulado por interferon. Ademas contiene un dominio carboxi-terminal de
asociacion a otros miembros de la familia de IRF, el cual facilita la

heterodimerizacion %,
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Figura 10. Estructura lineal de IRF-1
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El gen que codifica IRF-1 se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 5
(5931.1), entre los genes C5 (componente del complemento 5) e IL-5. El gen IRF1
tiene un tamafo de 7543 Kpb y lo conforman nueve intrones y 10 exones, en el

cual las secuencias de iniciacion ATG y terminacion TAG son codificadas en el
segundo y Gltimo exdn, respectivamente °°,

Figura 11. Mapa de DL del gen IRF1
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Fuente: Modificado de Haploview 4.2

IRF1 tiene 19 SNPs y un bloque en total DL. Polimorfismos en IRF1 se han
estudiado en pacientes con asma ®Y, enfermedad celiaca ®°, artritis juvenil

idiopatica ?®, esclerosis muiltiple °¥, enfermedad de Graves @y cancer cervical



uterino ®%. Ademas, se ha encontrado asociacién de polimorfismos en la regién
promotora de IRF1 con actividad transcripcional. Donn y colaboradores reportaron
que polimorfismos en la region 3'UTR confieren susceptibilidad a artritis juvenil
idiopatica y sugirié que este polimorfismo podria afectar la estabilidad del ARNm
de IRF1 (Donn et al 2001). En la enfermedad de Chagas no se han publicado
hasta la fecha articulos o investigaciones sobre polimorfismos génicos en este

gen.
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4. JUSTIFICACION

En el estudio de la EC no hay reportes de estudios de mapeo gendmico realizados
en humanos en relacion con la susceptibilidad a la infeccidn con el parasito, ni con
el desarrollo y severidad de la sintomatologia clinica hasta el momento y los que
se han realizado utilizaron modelos murinos “Y. Wrightsman y colaboradores en la
década de los 80 encontraron evidencia de una posible region de susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad, relacionada directamente con la supervivencia a la

7 19697 g cual

infeccién, en el locus H-2 murino, ubicado en el cromosoma 1
corresponde al Complejo Mayor de Histocompatibilidad humano. En un estudio
mas reciente con cepas de ratones susceptibles y resistentes y mapeando el
genoma completo a intervalos de 10-15 cM con microsatélites, se encontraron
regiones que influenciaron marcadamente el aumento de la severidad de la EC,
nuevamente la regién del cromosoma 17 sobre el CMH murino, aunque también
se ubicaron regiones candidatas en los cromosomas 5 y 13, hallazgos

corroborados posteriormente por el mismo grupo ¥,

Hallazgos previos de nuestro grupo, en humanos, sugieren la ubicacion de varias
regiones cromosOmicas asociadas al aumento de la susceptibilidad a desarrollar
CCC, principalmente en los cromosomas 2 1*2, 3 (datos en proceso de publicacion)
y5 [101]

La regiébn cromosdmica 5q31.1-q33.1, donde mapea el gen IL12B es de especial
interés, ya que abarca un grupo de genes de citoquinas y otras proteinas
importantes para la respuesta inmune Th1/Th2, que incluyen ademas IL4, IL5,
IL13, CD74, TIMD4, C1QTNF2, asi como genes inmunoreguladores
transcripcionales (IRF1 y TCF7) y quinasas (CAMK2A e ITK) implicadas en
procesos de diferenciacion y proliferacion de células T. Esta region cromosomica
ha sido identificada como un locus de susceptibilidad para diversas enfermedades

infecciosas como esquistosomiasis(Kouriba et al., 2005), leishmaniasis (Jeronimo
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et al., 2007), malaria (Naka et al., 2009) y tuberculosis (Ridruechai et al., 2010),
también con enfermedades autoinmunes como enfermedad de Crohn (Onnie et
al.,, 2006), asi como para otras condiciones inflamatorias como psoriasis y
dermatitis atépica (Chang et al.,, 2008; Marsh et al., 1994). En leishmaniasis
visceral, por ejemplo, se identificaron asociaciones de riesgo con severidad en los
genes LECT2, TGFB1 y en malaria se encontrd asociacién con susceptibilidad a

malaria severa con el gen IL13.

En el caso de EC no se han adelantado este tipo de estudios en humanos, por lo
tanto es importante resaltar que éste seria el primer estudio de este tipo que busca
asociaciéon de una region cromosémica con el desarrollo y severidad de esta
enfermedad. El mapeo fino de esta regidén previamente identificada como asociada
con CCC nos permitira identificar loci mayores de susceptibilidad que podrian
estar relacionados con los mecanismos fisiopatogénicos de la enfermedad y que
podrian ser en un futuro utilizados como biomarcadores para diagndstico,

pronéstico o como blancos terapéuticos.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar grupos de genes asociados con susceptibilidad o resistencia al
desarrollo de cardiomiopatia chagasica, mediante un mapeo de alta resolucién
utilizando “tagSNPs”, en la region cromosémica 5q31.1-q33.1, en pacientes
infectados (seropositivos) con presentacion o no de la enfermedad que residan en

zona endémica del departamento de Santander (Colombia).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de “tagSNPs” presentes en la

poblacién a estudiar.

¢ Identificar los haplotipos presentes en la poblacion a estudiar.

e Establecer la existencia o0 no de asociacion entre las frecuencias alélicas,
genotipicas y de los haplotipos presentes en nuestra poblacion con la
susceptibilidad o resistencia al desarrollo de cardiopatia chagasica.

e Replicar la asociacion con susceptibilidad al desarrollo de la cardiopatia

chagésica del polimorfismo +1188 en la region 3UTR del gen IL12B identificado

por nuestro grupo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se llevé a cabo un estudio poblacional descriptivo de asociacion, utilizando el
disefio de casos y controles. El estudio incluy6é 400 individuos quienes residieron
por lo menos durante 10 afios en las provincias Comunera y Guanentina del
departamento de Santander y que tenian evidencia seroldgica de infeccion por
Trypanosoma cruzi, determinada por la presencia de anticuerpos con pruebas de
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Biokit; Espafia) y Hemaglutinacion
Indirecta (Wiener Lab.; Argentina). Todos los individuos viven en condiciones
ambientales y socioecondmicas similares. Los pacientes fueron reclutados en su
mayoria en estudios de campo realizados en la zona. La poblacion de la region es

una mezcla homogénea y no hay concentracion de grupos étnicos.

Los pacientes fueron evaluados clinicamente y se les realizaron pruebas
electrocardiogréficas con la colaboracion de la Fundacion Cardiovascular de
Colombia (FCV) y fueron clasificados en asintomaticos y sintomaticos segun los
criterios de la Organizacion Panamericana de la Salud (Tabla 1). Aquellos
pacientes con alteraciones cardiacas demostradas por evaluacién clinica y
pruebas electrocardiogréficas, tales como electrocardiograma y ecocardiograma,
gue mostraron trastornos de la conduccién y/o cardiopatia estructural fueron
clasificados como sintomaticos o con CCC y representaron el grupo de casos
(n=200, edad promedio: 55 afios). Los pacientes sin alteraciones cardiacas
demostradas por evaluacion clinica y por pruebas electrocardiograficas fueron
clasificados como asintométicos y representaron el grupo control (n=200, edad

promedio: 47 afos).
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Tabla 1. Clasificacion de los pacientes segun grados de severidad de EC

Grado | Infeccién chagasica sin compromiso clinico, radiolégico ni electrocardiografico de lesion cardiaca.

Infeccion chagasica con sintomatologia de moderada a nula, radiologia normal o indicativa de hipertrofia

cardiaca leve o con alteraciones electrocardiograficas como: extrasistoles, bloqueo auriculo-ventricular

Gradol incompleto, bloqueo completo o incompleto de la rama derechalizquierda del haz de His, alteraciones
primarias de repolarizacion.
Infeccion chagésica con sintomatologia evidente, hipertrofia cardiaca moderada y alteraciones
Gradoll electrocardiograficas como: bloqueo completo de la rama derecha del haz de His con desvio del eje

eléctrico medio QRS para la izquierda (hemibloqueo anterior izquierdo), zonas eléctricamente inactivas,

blogqueo auriculo-ventricular completo, fibrilacién o “flutter” auricular

Infeccién chagasica con sintomatologia pronunciada con insuficiencia cardiaca. Estudio radiolégico que

Grado IV | muestre cardiomegalia extrema o electrocardiograma con alteraciones graves o multiples (arritmias

complejas y graves zonas eléctricamente inactivas).

Rutinariamente, a todos los pacientes se les hizo un cuestionario donde se
consignaron los datos personales, epidemiologicos y clinicos. Todos los pacientes
incluidos en el estudio aceptaron participar voluntariamente y firmaron la
declaratoria de consentimiento informado. El estudio fue aprobado por los
Comités de Etica de la Universidad Industrial de Santander y de la FCV y esta

anidado en un proyecto financiado por Colciencias.

Se analizaron 11 genes ubicados en el loci 5931.1 (5Mpb, 130.400.001-
135.400.000 pb) y 5933.1 (4.3Mpb, 155.600.001-159.900.000 pb), donde mapea el
gen IL12B. Estos genes codifican para proteinas implicadas en el montaje de
respuesta inmune (IL4, IL12B, IL13, IL5, CD74, TIMD4, C1QTNF2), factores de
trascripcion (IRF1, TFC7) y moléculas de sefalizaciéon (ITK, CAMK2A).

6.2 SELECCION DE TagSNPs

Se seleccionaron 102 tagSNPs utilizando la informacion derivada del Proyecto

HapMap (www.hapmap.orqg) basados en las frecuencias de la poblacion de
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ancestria Mexicana-Americana [MEX] (NCBI Build 36 assembly) y utilizando el
programa Tagger del software Haploview 4.2 . Se tuvieron en cuenta como
criterios de seleccion tagSNP con una frecuencia alélica minima (MAF) > 0.05 y
LD (coeficiente r*> > 0.80). Adicionalmente, se tuvo en consideracién el valor
técnico “score” de prediccion del éxito del ensayo para cada marcador (score >

0.6) suministrado por lllumina, Inc.
6.3 GENOTIPIFICACION DE POLIMORFISMOS

La genotipificacion de los “tagSNPs” se llevo a cabo en el Centro Nacional de
Genotipado (CeGen), en Madrid (Espafa) haciendo uso de la tecnologia de
microarreglos (BeadArray) de la plataforma lllumina, mediante el ensayo de

genaotipificacion GoldenGate.

Se utiliz6 ADN gendmico aislado a partir de 5 ml de sangre anticoagulada con
EDTA, mediante el método de salting-out ®®. La cuantificacién de ADN se realizé

utilizando PicoGreen® (Invitrogen, Inc., USA).

Previo al proceso de hibridacién con el microarreglo, el ADN es fragmentado y
activado con biotina para la union a las esferas paramagnéticas y resuspendido en
un buffer de hibridacién adecuado. Se utilizaron tres oligonucleétidos para cada
SNP. Dos oligos eran especificos de cada alelo llamados Oligos alelo-especifico
(ASOs), los cuales tienen una porcién 3’ que hibrida al ADN en uno de los alelos
del SNP y una porcion 5’ que es complementaria a un primer universal de PCR
cada uno asociado con un alelo diferente. El tercer oligo que hibrida varias bases
corriente abajo del sitio del SNP, llamado Oligo especifico de locus (LSO),
contiene en el extremo 5 una secuencia especifica del locus del SNP y una
secuencia de direccion complementaria a una de las secuencias de los oligos
inmovilizados en el microarreglo. Los oligonucledtidos se hibridan a la muestra de

ADN gendmico unida a las esferas paramagnéticas. Posterior a la hibridacion, se
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llevan a cabo varios pasos de lavado, reduciendo el ruido al remover el exceso de
oligonucledtidos no hibridados. Posteriormente, se lleva a cabo la extensién del
ASO apropiado y la ligacion del producto extendido al LSO. Los productos unidos
proporcionan el molde para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando
iniciadores universales P1, P2 y P3. Los iniciadores P1 y P2 estan marcados con
las sustancias fluorescentes Cy3 y Cy5, y son especificos de un tipo de perla.
Después del proceso de PCR, las cadenas sencillas de ADN marcadas, se
hibridadas a un tipo de perla complementaria a través de su secuencia Unica de
direccion sobre el microarreglo. Después de la hibridacion se analiza la sefial de
fluorescencia sobre el microarreglo (BeadChip), mediante un escaner de
fluorescencia (BeadArray Reader) el cual a través del software Illlumina
BeadStudio 3.2, asigna valores de intensidad de la sefial fluorescente a partir de
una linea basal; estos datos se normalizan y se da informacion de la presencia o
no del alelo del SNP en la muestra de ADN. Los valores posteriormente fueron

agrupados en genotipos para cada muestra (Figura 13).

Figura 12. Ensayo de genotipificacion
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de genotipado obtenidos de las micromatrices fueron sometidos
inicialmente a control de calidad, el cual se llevo a cabo sobre SNPs e individuos

69 |Los SNPs e individuos con tasa de

usando el software PLINK v1.07
genotipado menor al 90%, frecuencia alélica minima (MAF) < 0.01 y desviacién de

Equilibrio del Hardy-Weinberg con valores p< 0,001 fueron eliminados.

La estructura de la poblacion se determiné mediante el analisis de los datos de
genotipificacion de 523 marcadores para todos los individuos a través del
algoritmo de Monte Carlo basado en cadenas de Markov, utilizando el software
Structure 2.2 8. Se aplico el control gendmico (A) sobre los valores p para reducir

la estratificacion de la poblacion.

Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes
asintomaticos y sintomaticos para identificar la presencia de asociaciones
genotipo-fenotipo enfermedad, mediante las pruebas de y? (chi-cuadrado) y
Cochran-Armitage. Un valor de p < 0.05 fue considerando como estadisticamente
significativo. Los valores p de los SNPs significativos fueron corregidos por
multiples pruebas (Bonferroni, Benjamini-Hochberg FDR, test basado en
permutaciones). El efecto genético de cada polimorfismo fue evaluado por
modelos de regresion logistica para estimar las razones de posibilidades (OR) e
intervalos de confianza de 95% por SNP, estos andlisis se llevaron a cabo
asumiendo modelos de herencia dominante o recesiva ajustado por edad y género
como covariables, utilizando el software PLINK v1.07 *°!. Se analizaron patrones
de DL (D’ y r?) alrededor de los SNPs y se determinaron bloques de haplotipos con

el método de Gabriel et al. usando el software Haploview 4.2 !,
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6.5 CONSIDERACIONES ETICAS

Esta investigacion es clasificada como de riesgo minimo, de acuerdo con el
articulo 11 de la Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud, dado que
solamente implica la toma de muestra sanguinea para la obtencion de suero y
extraccion de ADN. Los pacientes fueron informados de la naturaleza del estudio,
la confidencialidad de los resultados y la posibilidad del uso de las muestras
obtenidas para adelantar estudios posteriores relacionados con esta enfermedad.
Todos los pacientes aceptaron participar voluntariamente en el estudio y firmaron
la declaratoria de consentimiento informado (Anexo A). El estudio fue aprobado
por los Comités de Etica de la Universidad Industrial de Santander y la FCV. A
cada uno de los pacientes que aceptaron participar en el estudio se le informaron
los resultados de las pruebas seroldgicas y el diagnostico clinico realizado y
dependiendo de su condicion se les ofrecié seguimiento clinico o cardiolégico en
la FCV. La informacion genética obtenida en este estudio representa un avance en
el conocimiento, pero su utilidad practica para el manejo del paciente requiere
comprobacién en otras poblaciones y el aporte de otros marcadores, por lo tanto

esta informacién no fue suministrada a los pacientes.
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7. RESULTADOS

Después de realizar el control de calidad de los datos obtenidos, de los 102
“tagSNPs” genotipificados, se analizaron un total de 85 SNPs de 371 pacientes del
total de 400 (190 casos y 181 controles). (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de la poblacién en estudio

Género
Edad promedio (afios)

Femenino Masculino

Casos  gg (50.5%) 94 (49.5%) 4.8

Controles 115 (63.6%) 66 (36.4%) 45.2

7.1 ESTRUCTURA POBLACIONAL

El coeficiente de Wright (Fst = 0.012) mostr6 que la poblacibn no esta
estructurada. Segun Hartl & Clark (1997), los valores de Fst por debajo de 0,05
son evidencia de poca estructura poblacional.

7.2 ANALISIS DE ASOCIACION ALELICA Y GENOTIPICA

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de 5
alelos de SNPs entre los pacientes asintomaticos y sintomaticos, con valores p <
0.05 no corregidos utilizando la prueba de tendencia de Cochran-Armitage.
Cuando esas asociaciones fueron ajustadas en modelos de herencia dominante y
recesiva por regresion logistica con edad y género como covariables, los SNPs
rs6882623 y rs10051644 ubicados en el gen CAMK2A y el SNP rs2070729
ubicado en el gen IRF1, permanecieron asociados significativamente (p=0.013,
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p=0.013, p=0.026, respectivamente) con el desarrollo de CCC. (Tabla 3 y Figura

14). No se encontrd asociacidon para ninguno de los genotipos analizados.

Tabla 3. Asociacion de SNPs con el desarrollo de cardiomiopatia chagasica

Frecuencia alélica minima

Regresion logistica

SNP Gen Alelos  Posicion (pb) Sintomaticos  Asintomaticos e Modelo de
OR (IC 95%) pr
(n=190) (n=181) Herencia
1rs2070729 IRF1 G/T 131819921 0.463 0.381 0.028 Recesivo 1.92 (0.98-1.86)  0.026
1rs9282763 IRF1 G/A 131822133 0.297 0.371 0.040 Dominante  0.69 (0.44-1.08) -
1rs6882623 CAMK2A  G/A 149599374 0.087 0.142 0.015 Dominante  0.50 (0.29-0.87)  0.013
1510066581  CAMK2A A/G 149615681 0.110 0.055 0.006 Dominante 2.09 (1.17-3.75)  0.013
15873592 CAMK2A  T/C 149669756 0.039 0.080 0.019 Dominante  0.52 (0.25-1.08) -

% Valor P obtenido con la prueba estadistica Cochran-Armitage

® Valor P obtenido por regresion logistica bajo modelos de herencia dominante y recesivo ajustado por edad y

género

Figura 13. Asociacion de SNPs individuales
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7.3 ANALISIS DE DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

El analisis de desequilibrio de ligamiento de los SNPs estudiados revelo un fuerte
nivel de DL entre los SNPs dentro del loci mapeado. Diecisiete bloques de
haplotipos fueron observados para los 85 SNPs, un bloque de haplotipo para los
genes IRF, IL4, CD74, IL12B, C1QTNF2 y seis bloques de haplotipo para los
genes CAMK2A, ITK (Figura 10).

Dos haplotipos ubicados en el gen CAMK2A: CA formado por los rs3822607 y
rs1006658 (p= 0.06; OR 2.12) y GCTG formado por los rs6882623, rs2241695,
rs10051644, rs6885505 (p=0.037; OR 0.59) y un haplotipo ubicado en el gen IRF1
TGG formado por los rs2070729, rs17622656 y rs9282763 (p=0.039; OR 0.72),
mostraron resultados estadisticamente significativos con EC (Figura 15 y Tabla 4).

Los haplotipos restantes no mostraron asociacion significativa.

El haplotipo CA present6 asociacion con susceptibilidad al desarrollo de CCC (OR
2.12), con una frecuencia de 5,5% en los controles, incrementdndose a 11,1% en
los casos, mientras los haplotipos GCTG y TGG estuvieron asociados con
resistencia al desarrollo de CCC (OR 0.59; OR 0.72 respectivamente), con
frecuencias de 13% y 37% en los controles, descendiendo a 8,3% y 30% en los

casos.
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Tabla 4.

Analisis del desequilibrio de ligamiento

Frecuencia
Haplotipo SNP Gen Bloque OR (IC 95% P
plotip ;! Casos Controles ( )
TGG 0.300 0.372 0.72 (0.53-0.98)  0.039
rs2070729
GAA 0.276 0.238 - -
1517622656 IRF1 1
TGA 0.234 0.250 - -
159282763
GGA 0.189 0.141 - -
ATTT 0.497 0.513 - -
156882623
ACCG 0.330 0.283 - -
1$2241695
GCTG CAMK2A 3 0.083 0.130 0.59 (0.37-0.96) 0.037
1rs10051644
ACTT 0.056 0.037 - -
1s6885505
ACTG 0.019 0.017 - -
TG 0.548 0.604 - -
153822607
CG CAMK2A 4 0.341 0.341 - -
rs10066581
CA 0.111 0.055 2.12(1.22-3.69)  0.006

Figura 14. Asociacion de Haplotipos

-
in

-Log10 (p-value)

0.5

0.0 |

Gene IRF1 L5 yq3 R4 TCF7

Block

CAMK2A

HIL )

cD74 I'JMBJ

I|| ||I IH

Lize

C1QTNF2

T‘ vW A@W V"WVW v

+*

54



8. DISCUSION

En EC se acepta que la respuesta inmunoldgica y especialmente la inflamacion
cronica, cumplen un papel importante en la mediacién del dafio tisular en el
corazon y otros organos afectados (Dutra et al., 2009; Ferreira et al., 2003).
Adicionalmente una caracteristica de esta patologia es la gran variabilidad en la
forma clinica de presentacion de la enfermedad y el grado de severidad de la
misma. Se acepta que esta heterogeneidad depende de muchos factores, unos
relacionados con el genoma del parasito y otros relacionados con la constitucion
genética del hospedero. En este sentido, la carga genética del hospedero podria

estar cumpliendo un papel importante en la patogénesis de la enfermedad.

En EC se han adelantado estudios de asociacién genética en genes que codifican
moléculas relacionadas con el control de la respuesta inmune, entre ellos, aquellos
involucrados con funciones de reconocimiento del parasito, citoquinas,
quimiotaxis, factores de crecimiento, ligandos celulares, moléculas de adhesion,
sefalizacion intracelular y factores de transcripcion (Calzada et al., 2009;
Ramasawmy et al., 2008; Ramasawmy et al., 2007; Torres et al., 2009).

Es importante mencionar que en el caso de enfermedades complejas y poligénicas
como es el caso de la EC, al igual que muchas enfermedades comunes, la
identificacion de genes relacionados con el desarrollo y severidad de la patologia
es dificil, por el hecho de que una variante no esta determinando por si sola el
desarrollo de la enfermedad sino sélo estd haciendo un aporte modesto a la
misma. Por lo tanto, se hace necesario definir numerosas variantes en multiples
genes relacionadas con la patologia. Para este tipo de enfermedades es ideal el
rastreo gendmico que evalla todo el genoma 6 el mapeo cromosémico que evalla
una region densa en SNPs para definir aquellas asociadas con la enfermedad,

bajo la asuncion de que si un polimorfismo de riesgo existe, éste sera o bien
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tipificado directamente o se encontrara en fuerte DL con otro de los presentes en

la regi6n analizada 2

. Dado el gran nimero de variantes genéticas presentes en
el genoma y los posibles modelos de enfermedad, es probable que una variante (o
grupos de variantes), sin que exista una hipotesis previa de gen candidato, esté
asociada con el fenotipo, por esta razén, se requiere un tamafio de poblacién
mayor a estudiar y se deben hacer varias correcciones estadisticas para evitar
resultados falsos positivos ©. En este estudio aunque se aumentd
considerablemente el tamafio de la muestra, éste continla siendo uno de los
aspectos a mejorar para obtener valores de asociacién con mayor significancia

que le den mayor solidez a los resultados.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en los estudios de Gendmica Humana
es el disefio del estudio que puede ser poblacional o de familias y en los estudios
poblacionales de casos y controles, como el empleado en este trabajo se hace
imprescindible determinar que la poblacién no esté estructurada para evitar falsos
positivos. En nuestro estudio la poblacién no mostré estructuracion, presentando
un Fst de 0.012 que muestra que ambos grupos de pacientes pertenecen a una
misma unidad genética poblacional.

Otro factor importante a considerar es la adecuada seleccion de los controles, en
este estudio se seleccionaron de la misma zona tanto casos como controles para
asegurar condiciones socioecondmicas similares (tipo de vivienda) y con iguales
condiciones ambientales, especialmente aquellas relacionadas con exposicion al
vector y posibilidad de reinfeccion. Adicionalmente variables de confusion como
edad y género fueron evitadas por la realizacion de correcciones por mdultiples

pruebas y regresion logistica.
Como se describio en la seccion de resultados de los 85 “tagSNPs” seleccionados

y presentes en los genes IL4, IL12B, IL13, IL5, CD74, TIMD4, C1QTNF2, IRF1,

TFC7, ITK y CAMK2A, se encontraron asociaciones estadisticamente
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significativas con el desarrollo de CC en tres de ellos. Los SNPs rs10066581 vy
rs6882623 localizados en un intron y en la regiéon 3’UTR del gen CAMK2A,
respectivamente y el SNP rs2070729 ubicado en un intron del gen IRF1.

IRF-1 es un factor de transcripcion cuyos productos juegan un rol crucial tanto en
inmunidad innata como en adaptativa que regula la expresion de varios genes
(Kroguer 2002). IRF-1 participa junto con IFN-y en una serie de estimulos
autocrinos que inducen y perpetiian la respuesta Thl % El alelo G del SNP
rs2070729 encontrado con mayor frecuencia en el grupo de individuos con CCC,
podria llevar a una produccion aumentada de IRF-1, regulando la generacion de
una respuesta tipo Thl y por consiguiente aumentando la produccion de IFN-y e
INOS y con ello el proceso inflamatorio caracteristico de la CCC. Este resultado se
corrobora con lo encontrado con el haplotipo TGG el cual estd conformado por el
alelo T de este polimorfismo y los alelos G del rs17622656 y el G del rs9282763
gue estan asociados con proteccion al desarrollo de CCC. Estos resultados
estarian acordes con lo que se ha demostrado en pacientes con las formas mas
severas de EC quienes tienen una mayor expresion de IFN-y y de TNF-a en sus
tejidos . Adicionalmente, estudios de expresién génica en modelos murinos
analizando tejidos de miocardio con la forma crénica de EC, mostraron regulacion
positiva en genes relacionados con respuesta inmune, entre ellos genes inducidos
por IFN-y, como los factores reguladores de interferon IRF1 e IRF-2 y otras
proteinas dependientes de interferon 43789 | 3 expresion incrementada de IRF1,
fue confirmada por PCR en tiempo real, la cual revel6 un incremento del transcrito
de 8 a 10 veces en animales infectados con T. cruzi comparado con controles

inyectados con solucién salina 24,

Estudios de mapeo fino de esta region en enfermedades como asma tambien
detectaron asociacion con variantes genéticas del gen IRF1. En estos estudios
mediante analisis funcional de los polimorfismos presentes en la regiéon promotora

se detectaron cambios en su afinidad por el sitio de union al ADN, regulando los
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niveles totales de IgE. ¥, En artritis juvenil idiopatica se encontré asociacién de
un polimorfismo presente en la region 3'UTR de IRF1 con susceptibilidad,
sugiriendo que esta asociacion podria tener una contribucion en el proceso crénico
inflamatorio que subyace esta patologia *°. En el caso de cancer cervical uterino
polimorfismos en IRF1 se encontraron asociados con riesgo incrementado de
cancer de cérvix en mujeres Coreanas 3. Otros polimorfismos en IRF1 se han
estudiado en enfermedad celiaca %, esclerosis maltiple °? y en enfermedad de
Graves ¥ sin embargo no se encontraron asociaciones con ninguna de estas

patologias.

Para poder determinar de manera precisa el papel de este polimorfismo en la
patogénesis de la EC, se hace necesario adelantar estudios funcionales que
determinen si regula los niveles de la proteina o su funcién relacionada con su
afinidad por regiones promotoras. Esto seria fundamental dado que tambien se
podria explicar este resultado con el hecho de que si el alelo G estuviera
relacionado con menor expresion de IRF1 ésto podria correlacionarse con menor
produccion de iNOS y por lo tanto de ON, fundamental en el control de la
parasitemia llevando a una persistencia del parasito que generaria inflamacion

cronica y el consecuente dafio tisular (Gutierres 2006).

El alelo A (p=0,013) del SNP rs10066581 ubicado en un intron del gen CAMK2A
estuvo asociado con riesgo, esto se confirma con el hecho de que el haplotipo CA
generado con los SNPs rs3822607 (C) y rs10066581 (A) también mostrd

asociacion con susceptibilidad al desarrollo de CCC.

El significado biolégico de CAMK2 y sus diferentes subunidades no esta
completamente entendido !, sin embargo, se sabe que juega un papel central en
la fisiologia y patologia de los cardiomiocitos. Como es una serina/treonina
quinasa multifuncional, CAMK2 tiene ambos efectos de sefializacion a corto plazo
para mantener acopladas la excitacion y la contraccién “? y efectos a largo plazo

sobre la transcripcion en cardiomiocitos 2. En pacientes con cardiomiopatia de
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diferentes causas, se han evidenciado niveles incrementados de ARNm de
CAMK2 (Hoch et al.,1999; Kirchhefer et al., 1999). En modelos murinos el infarto
de miocardio (IM), se ha asociado con actividad incrementada de CAMK2. Los
ratones afectados tuvieron significativamente alterado el manejo de Ca* vy las
propiedades de contraccion/excitacién; en contraste, la inhibicibn de CAMK2

preservé la funcién del miocardio. 2% 100 102

. Estudios de expresion génica
basados en microarreglos realizados por Singh y colaboradores, para identificar
genes que estuvieran regulados por CAMK2 después de IM, mostraron que este
gen reguld la expresion de genes proinflamatorios a través del factor nuclear
kappa B (NF-kB) mediada por receptores tipo toll (TLR). CAMK2 ha mostrado
ademas promover una respuesta inflamatoria a través de la produccién de
citoquinas en macrdéfagos. El silenciamiento de CAMK2A por ARN interferente,
disminuy¢ significativamente la produccién de IL6, TNF-a e IFN-a/ en macrofagos

peritoneales de ratones inducido con LPS 4,

Las asociaciones encontradas en este estudio podrian estar relacionadas con el
papel que juega a-CAMK2 en la expresion de genes proinflamatorios como los
mencionados anteriormente ®*, con mayor relevancia en EC el gen TNFA como
ha sido demostrado. Estudios previos reportaron presencia de niveles séricos
elevados de TNF-a aun en individuos en fase indeterminada de la enfermedad
(Ribeirao et al., 2000; Abel et al., 2001), sin embargo, estos niveles fueron
mayores en pacientes con formas crénica y se relacionaron con severidad, porque
los niveles fueron mayores en pacientes con reduccién de mas del 50% de la
fraccibn de eyeccidn ventricular izquierda (Ferreira 2003). La produccion
incrementada de esta citoquina proinflamatoria influenciada por a-CAMK2 podria
llevar al establecimiento de una inflamacion persistente y el consiguiente dafio
tisular a nivel cardiaco caracteristico de CCC. Adicionalmente esta demostrada la
importancia de CAMK2 en la fisiologia y patologia del cardiomiocito, de tal forma

que niveles elevados de esta proteina estan asociados con dafio celular 2% 192,
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Los haplotipos generados con los polimorfismos del gen CAMK2A se encontraron
distribuidos en dos bloques de DL, asociados diferencialmente con susceptibilidad
o proteccion al desarrollo de CCC. Por una parte, el haplotipo CA conformado por
los alelos de los SNPs rs3822607 y rs10066581 mencionado anteriormente y
asociado con riesgo, en el cual uno de los alelos individuales también presento
asociacion con susceptibilidad (A) y el haplotipo GCTG conformado por los alelos
de los SNPs rs6882623, rs2241695, rs10051644, rs6885505 asociado con
proteccion, en este caso el Unico alelo individual asociado con proteccion fue el
alelo G del rs6882623. Estas asociaciones tanto con riesgo como con proteccion
se explican por el hecho de que los haplotipos estdn formados por alelos
pertenecientes a cada uno de los blogues de DL en que se encuentra dividido el
gen. Este dato es interesante porque estaria demostrando la importancia de este
gen en el desarrollo de la enfermedad. Hasta el momento no existen reportes de
estudios de asociacion de variantes genéticas en el gen CAMK2A en EC, ni
tampoco otros estudios con la proteina, siendo este el primer hallazgo de su
posible papel. Por lo tanto, con el fin de determinar si a-CAMK2 juega un rol en
esta enfermedad, se hacen necesarios estudios sobre la actividad de esta proteina
asociada al dafio cardiaco asociado con la CCC, ademas de estudios funcionales
de las variantes génicas identificadas con el fin de dilucidar los mecanismos de
accion de esta proteina en la patogénesis de la EC.

El Grupo de inmunologia y epidemiologia molecular (GIEM) ha estudiado la
influencia de SNPs en genes que codifican para citoquinas y otras proteinas del
sistema inmune y su probable asociacién con la patogénesis y especialmente con
el proceso inflamatorio implicado en el desarrollo de la CCC; entre los genes
estudiados se encuentra el gen IL12B que codifica para la subunidad p40 de IL-12.
IL-12 es una citoquina inmunomodulatoria que favorece la diferenciacion de

células T ayudadoras hacia la subpoblacion Thl estableciendo una unién entre la
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respuesta innata y la inmunidad adaptativa e induce la produccién de IFN-y
(Watford et al., 2003). En este estudio inicial se evidencid que la variante +1188
gue mapea en la region 3’UTR estaba asociada con riesgo a desarrollar CCC por
aumento en la produccion de IL12 y posible alteracion del balance Th1/Th2, con
aumento de la expresion de INF-y involucrado en la hipertrofia del cardiomiocito
(Zafra et al., 2007). En el presente trabajo este polimorfismo no fue seleccionado
como “tagSNP” porque se encontraba en total desequilibrio de ligamiento con otro,
el cual fue genotipificado y no mostré asociacion estadisticamente significativa
(p=0.66). Este resultado que no replica la asociacion determinada en el estudio
previo podria estar relacionada con el hecho de que en el primer estudio se
genotipific6 un menor nimero de pacientes (n=260), comparado con este (n=400)
conllevando a la pérdida de significancia de esta variante. En este sentido y a
pesar de que los estudios de asociacion pueden detectar asociaciones débiles
como en este caso en que el alelo C mostr6 una pc de 0,016; es necesario
considerar que en estudios de casos y controles es de gran relevancia un tamafio
de muestra elevado para evitar falsos positivos relacionados con bajo tamafio
muestral. Sin embargo dada la importancia de esta citoquina en la patogénesis de
la enfermedad seria importante validar los resultados en estudios independientes
con otras poblaciones y analizar diferentes variantes de este gen antes de

descartar su posible asociacion con CCC.
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron 3 SNPs rs6882623 y rs10066581 ubicados en el gen CAMK2A y el
SNP rs2070729 ubicado en el gen IRF1 asociados con el desarrollo de CCC.

El alelo G del SNP rs2070729 en el gen IRF1 se encontré con mayor frecuencia
en el grupo de los individuos que desarrollaron CCC, comparado con el grupo de
asintomaticos, siendo esta diferencia estadisticamente significativa, con lo cual se

sugiere estaria asociado con el desarrollo de CCC.

El alelo A del SNP rs10066581 del gen CAMK2A, se encontré con una frecuencia
mayor en los pacientes con CCC con diferencias estadisticamente significativas,

sugiriendo efectos moderados asociados a susceptibilidad al desarrollo de CCC.

En el andlisis de DL del loci mapeado se identificaron tres bloques de haplotipos
que mostraron patrones sugestivos de asociacion con riesgo y proteccion en el
desarrollo de CCC.

Para el gen CAMK2A el haplotipo CA generado con los SNPs rs10066581 y
rs3822607 mostré asociacién con susceptibilidad al desarrollo de CCC, por lo
tanto podria ser considerado un marcador de riesgo para el desarrollo de CCC en
la poblacion analizada; mientras el haplotipo GCTG conformado por los alelos de
los SNPs rs6882623, rs2241695, rs10051644, rs6885505 estd asociado con
proteccion.

Para el gen IRF1, el haplotipo TGG el cual estd conformado por los SNPs
rs2020729, rs17622656 y rs9282763 estuvo asociado con proteccion al desarrollo
de CCC, sugiriendo que este haplotipo actia como un factor de proteccion para el

desarrollo de CCC en la poblacion analizada.
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10. RECOMENDACIONES

Ampliar el nimero de muestra de la poblacion para identificar asociaciones débiles

y confirmar las obtenidas.

Realizar estudios de replicacion en poblaciones independientes afectadas por la

enfermedad.
Hacer estudios funcionales de las variantes génicas asociadas para evidenciar
como estos SNPs afectan la expresion 6 funcion de la proteina y definir la forma

como estarian involucradas en la patogénesis de la EC.

Adelantar en la misma poblacién, estudios de seguimiento para definir el valor

pronéstico de estos polimorfismos.
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ANEXOS

Anexo A. Declaratoria de consentimiento informado

Asociacion de polimorfismos de genes de inmunidad innata y Enfermedad de
Chagas

El Grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecular de la Universidad Industrial de
Santander, esta adelantando una linea de investigacion relacionada con las
defensas del organismo, la cual busca obtener nueva informacién sobre factores
gue puedan predisponer al desarrollo de algunas enfermedades, entre ellas la

enfermedad de Chagas.

Para tal fin a personas que han vivido por mas de 10 afios en areas donde se
presente la enfermedad, se les tomaran muestras de sangre para saber si se infect
con el parasito llamado Trypanosoma cruzi, el cual causa la enfermedad, y un
cultivo para saber si aun circula en su sangre. Adicionalmente a estas muestras se
les determinardn las caracteristicas celulares que puedan estar facilitando la
infeccion por el parasito. Los datos reunidos, proveeran una oportunidad Unica para

responder algunas preguntas sobre la genética de la enfermedad de Chagas.

Esta investigacion esta catalogada como de riesgo minimo y genera solo una
minima molestia a los pacientes, representada en la toma de 20 mL de sangre.

Usted podria presentar dolor o un hematoma en el sitio de la extraccion.

Confidencialidad
Guardaremos privacidad acerca de los registros que puedan identificarlo a usted
hasta donde nos lo permita la ley. Ni sus registros ni sus muestras seran marcados

con su nombre. Se utilizara un codigo del estudio. Los investigadores que participen
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en este estudio podran ver ese cddigo pero no su nombre. Su nombre tampoco

aparecera en ningun informe de este estudio.

Autorizacion para guardar muestras

Una vez procesadas sus muestras de sangre, nos gustaria poderlas guardar en un
Banco de sueros y de ADN en el laboratorio del Grupo de Inmunologia y
Epidemiologia Molecular de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander. Estas muestras se podran utilizar para futuros estudios encaminados a
mejorar el conocimiento sobre la Enfermedad de Chagas y otras patologias o
estudios de poblaciones. Estos nuevos estudios estaran sujetos a su vez a la
aprobacion por parte de un comité de ética. Ninguna de estas muestras se
sometera a ningun tipo de manipulacién genética. Por favor, preguntenos lo que no
entienda acerca de esto. Si firma a continuacion, significa que esta de acuerdo con

dejar guardar las muestras después del estudio.

Si usted no esta de acuerdo con dejar guardar estas muestras después del estudio,
no firme a continuacion. En ese caso podra participar en el estudio, pero sus
muestras seran descartadas después de ser analizadas. En cualquier momento

usted podra exigir que se retiren sus muestras del estudio.

Nombre: Firma:

Si firma a continuacion significa que ha recibido informacién completa sobre la
naturaleza de la investigacion, los riesgos que puede tener al participar y que los
investigadores respondieron a todas las inquietudes que formul6. Este estudio no

generara costos a los participantes. En constancia,

Nombre del paciente C.C. Firma Fecha

Direccidon de residencia Teléfono
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Nombre del testigo C.C. Firma Fecha

Direccion de residencia Teléfono
Nombre del testigo C.C. Firma Fecha
Direccion de residencia Teléfono

INVESTIGADOR / COINVESTIGADOR O PERSONA QUIEN TOMA EL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo confirmo que personalmente expliqué la naturaleza y el propésito del presente
consentimiento, y por tanto certifico que la persona que firma este consentimiento
entiende la naturaleza, beneficios y riesgos de participar en este estudio y que su
firma es valida. Ningun problema médico o barrera de lenguaje o educacion se ha

interpuesto en el entendimiento de este documento.

Nombre Firma Fecha
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