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GLOSARIO

Alelo: Una de las formas variantes de un gen en un locus o de un marcador
particular en un cromosoma. Diferentes alelos de un gen producen variaciones en

las caracteristicas hereditarias tales como el color del cabello o el tipo de sangre.

Antigeno: Es una sustancia que desencadena la formacion de anticuerposy
puede generar una respuesta inmunitaria. La definicibn moderna abarca todas las
sustancias que pueden ser reconocidas por el sistema inmune, bien sean propias

0 ajenas.

ADN: &cido desoxirribonucleico es una molécula de doble hélice responsable de la
transmision hereditaria porque lleva las instrucciones genéticas para
el desarrolloy funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos Yy

algunos virus.

Asociacién genética. Término utilizado para describir los estudios dirigidos a
determinar la asociacion del genotipo con el fenotipo, especialmente relacionados

con el desarrollo de enfermedades.

CMH: EI complejo mayor de histocompatibilidad (CMH o MHC), es un complejo de
genes que codifican las moléculas de la superficie celular que son necesarias para
la presentacion de los antigenos a los linfocitos T y participan en los procesos de

rechazo de tejidos y érganos.

Delecion: Una variante estructural del ADN que consiste en la pérdida de un
fragmento de ADN de un cromosoma. La delecion de un gen o de parte de un gen

puede ocasionar una enfermedad o una anomalia.

Desequilibrio de ligamiento. Proceso por el cual dos genes se encuentran
asociados en un mismo individuo con una frecuencia mayor de la predicha por el

producto de sus frecuencias individuales en la poblacion.
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Exones: Las regiones de un gen que contiene la informacion para producir la
proteina del gen. Cada exon codifica una porcién especifica de la proteina
completa. En eucariotas los exones de un gen se separan por regiones largas de

ADN (llamadas intrones) que no codifican.

Haplotipo: En genética es una combinacion de alelos de diferentes loci de un
cromosoma que son trasmitidos juntos. Un haplotipo es un conjunto
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en un cromosoma particular que

estan asociados.

Intron: Es una secuencia no codificadora de ADN que separa a dos exones. El
intron inicialmente se transcribe en la molécula de ARN mensajero pero después

es eliminado durante el proceso de maduracién del ARN.

Locus: El lugar del cromosoma donde esta localizado un gen especifico, es la

posicion fisica del gen. El plural es "loci".

Receptor: Los receptores son moléculas cuya funcion es la de reconocer y ser
capaces de unirse a moléculas que provienen del exterior celular con el fin de
generar una sefalizacién interna y finalmente una respuesta (efecto). Por lo

general, los receptores tienen una naturaleza glucoprotéica.
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RESUMEN

TITULO*: VARIANTES GENETICAS PRESENTES EN EL GEN CCR5 Y SU PAPEL EN EL
DESARROLLO DE LA CARDIOMIOPATIA CHAGASICA EN SANTANDER - COLOMBIA

AUTORES**: GOMEZ GRANADOS Ana Doris; GONZALEZ RUGELES, Clara Isabel

PALABRAS CLAVES: Gen CCR5, Cardiomiopatia Chagasica

DESCRIPCION

La enfermedad de Chagas (EC) representa un problema de salud publica en América Latina. El
30% de los individuos infectados desarrollan cardiomiopatia chagasica crénica (CCC), mientras
que el porcentaje restante permanece asintomatico; este hecho sugiere una susceptibilidad
genética diferencial. La EC es considerada una enfermedad compleja y multifactorial. Las
guimiocinas y sus receptores son fundamentales en procesos de migracion celular que se dan
durante un proceso inflamatorio, variantes del receptor de quimiocinas CCR5 y la quimiocina CCL5
han sido asociados en el desarrollo de la CCC, tanto en poblacién del departamento de Santander,
Colombia como en otras poblaciones. Por lo tanto, el presente estudio plantea el andlisis en un
numero mayor de individuos de siete variantes presentes en el gen CCR5 que permitan confirmar
los resultados previos involucrados en el desarrollo de la CCC.

Objetivo Determinar la asociacién entre las variantes génicas rs2856758, rs2734648, rs1799987,
rs1799988, rs41469351, rs1800023, rs1800024 presentes en el gen CCR5 y sus haplotipos con el
desarrollo de CCC en individuos provenientes de zona endémica de Santander, Colombia.

Metodologia Se utilizé un estudio de casos y controles donde se evaluaron las frecuencias
alélicas y genotipicas de los polimorfismos del gen CCR5, en pacientes seropositivos con CCC
(cas0s236) y pacientes seropositivos asintomaticos (controles206). La genotipificacién se realizo
mediante RT-PCR utilizando sondas Tag-Man (AppliedBiosystems). Los datos se analizaron
utilizando PLINK y Haploview 4.2.

Resultados No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles,
sin embargo los genotipos rs1799987 (p=0.033; OR=1.76(1.01-3.05)), rs1799988 (p=0.014;
OR=1.91(1.1-3.33)) y el rs1800023 (p=0.008; OR=2.02(1.16-3.53)), estuvieron asociados con
severidad en el desarrollo de la CCC. En los haplotipos no se encontraron diferencias
significativas.

Conclusion Nuestros datos sugieren que las variantes genéticas del gen CCR5 analizadas no
tienen asociacion con el desarrollo de la CCC pero si con la severidad, en la poblacion de estudio.

* Proyecto de grado

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

Title*: GENETIC VARIANTS IN THE CCR5 GENE AND THEIR ROLE IN THE DEVELOPMENT
OF CHAGASIC CARDIOMYOPATHY IN SANTANDER - COLUMBIA

AUTHORS**: GOMEZ GRANADOS Ana Doris; GONZALEZ RUGELES, Clara Isabel

KEYWORDS: CCRS5 gene, chagasic cardiomyopathy

DESCRIPTION

Chagas’ disease (CD) represents a public health issue in Latin America. While most patients remain
asymptomatic, 30% of the infected individuals develop chronic chagasic cardiomyopathy (CCC),
suggesting a differential genetic susceptibility, that has been studied in various populations. The CD
is considered a complex and multifactorial disease. Chemokines and their receptors are involved in
the inflammatory process due to their role in cell migration. In CD, variants of the chemokine
receptor CCR5 and CCL5 chemokine have been involved in the development of CCC in
populations of Santander, Colombia and others populations. Thus, the present study aims to
analyze in a large cohort of individuals seven variants of the CCR5 gene that will enable us to
define regions and haplotypes involved in the development of CCC.

Objective To determine the association between the genetic variants rs2856758, rs2734648,
rs1799987, rs1799988, rs41469351, rs1800023, rs1800024 of the CCR5 gene and its haplotypes
with the development of CCC in individuals from the endemic zone of Santander, Colombia.

Methodology A case/control study was performed to evaluate the allelic and genotypic
frequencies of the CCR5 gene polymorphisms in seropositive patients with CCC (cases 236) and
seropositives asymptomatic patients (controls 206). Genotyping was done using RT-PCR using
Tag-Man probes (Applied Biosystems). Data was analyzed using PLINK and Haploview 4.2.

Results No statistical significant differences were found when the allelic and genotypic frequencies
were compared. However, the rs1799987 (p=0.033; OR=1.76(1.01-3.05)), rs1799988 (p=0.014;
OR=1.91(1.1-3.33)) y el rs1800023 (p=0.008; OR=2.02(1.16-3.53)), genotypes were found to be
associated with severity in the development of CCC. No significant differences were found in the
case of the haplotypes.

Conclusions Our data analysis suggests that the genetic variants of the CCR5 gene are not
associated with the development of Chagasic cardiomyopathy in the studied population, however,
association was found with the severity of the disease.

* Work Degree
** Faculty of Health. Master of Basic Biomedical Sciences. Director: Clara Isabel Gonzalez Rugeles,
MSc., PhD.

16



INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas (EC) es una condicibn que en su etapa aguda o
cronica puede causar una Cardiopatia Chagasica Cronica (CCC), la cual es un
problema de alto impacto en la salud publica de Colombia y Latino América. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) report6 para el afio 2006 un numero de
12.500 muertes con 41.200 nuevos casos anuales en 21 paises de Latino América
(WHO, 2007). Esta enfermedad se ha extendido al resto del mundo, por la
migracion de personas infectadas que sirven como donadores para trasplantes y
transfusiones sanguineas. La infeccién por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) en su
fase inicial cursa con una fase aguda generalmente asintomatica y cerca de un 5%
de las personas infectadas puede llegar a desarrollar una cardiopatia chagasica
aguda e incluso llevarlos a la muerte. La mayoria de los individuos infectados una
vez superada esta fase inicial evolucionan a la forma indeterminada o asintomética
por tiempo indefinido o incluso por el resto de sus vidas, pero un 30% después de

10 a 30 arios de la infeccion desarrollan la forma crénica de la enfermedad.

Esta aceptado que la respuesta inmune tiene un papel central en la patogenia de
la enfermedad, en donde la presencia de antigenos de T. cruzi que no pudieron
ser eliminados totalmente inducen un proceso inflamatorio créonico con el
consecuente dafio tisular, fibrosis y disfuncion cardiaca (Bilate MB, et al, 2003).
Las reacciones inflamatorias observadas, tanto durante la fase aguda como la
fase crénica de la EC, desempefian un papel importante en su patogenia. Una vez
se produce la infecciodn inicial, la respuesta inmune innata promueve la fagocitosis
del parasito por macrofagos durante la fase aguda de la infeccion, permitiendo su
control pero no su erradicacién (Bilate MB, et al, 2008; Maya JD, et al, 2010). En la
respuesta inmune adaptativa los linfocitos T CD4+ y CD8+ son expuestos a
antigenos del parasito, generando la respuesta efectora y de memoria. La

respuesta celular es predominantemente de tipo Thl, caracterizada por niveles
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elevados de interferébn gamma (IFN-y), interleuquina-12 (IL-12) y TNF-alfa (TNF-a)

con la consecuente activacion de linfocitos T CD8+ (Dutra WO, et al 2009).

En los procesos de migracion celular hacia los tejidos participan un grupo de
proteinas denominadas quimiocinas y sus receptores. El receptor de quimiocinas
cinco (CCR5) es altamente expresado por linfocitos Thl en los tejidos
comprometidos, promoviendo la migracion celular, inflamacion y dafio tisular.
Diversos estudios en CCC han mostrado que la sobre-expresion del receptor de
quimiocinas CCRS5, juega un rol muy importante en el control de la infeccion por la
migracion de leucocitos hacia los tejidos infectados (Gomes, et al, 2005. Araujo et
al, 2007). Ademas se ha observado que niveles de expresion del RNAm de CCR5
son significativamente mas altos en el tejido miocéardico de pacientes con CCC
que en pacientes con cardiomiopatia de etiologia no inflamatoria (Nogueira LG, et
al, 2012).

La complejidad de la respuesta generada, los procesos de regulacion y su
variacion, asociado a que solo aproximadamente 30% de los pacientes infectados
por T. cruzi desarrollan CCC, sugieren que el componente genético esta
involucrado en su patogénesis (Billate 2008). La identificacion de los genes,
haplotipos y polimorfismos génicos que afecten los niveles de expresion de
proteinas inmunomoduladoras, especialmente citocinas y quimiocinas podrian
predisponer a los individuos infectados a un fenotipo inflamatorio y como
consecuencia influenciar el desarrollo de la cardiomiopatia chagasica crénica
(CCCQ); lo cual podria servir como marcador de prondstico, control y también de
blanco farmacolégico (Dutra WO, et al 2009). En este sentido el Grupo de
Inmunologia y Epidemiologia Molecular (GIEM), ha desarrollado una linea de
investigacién en la blusqueda de estos marcadores genéticos de asociacion y ha
descrito polimorfismos asociados con riesgo en los genes CCR5 (Flérez O, et al
2012), IL1B (Floérez O, et al, 2006), IL12 (Zafra G, et al, 2007), TGFB (Calzada JE,
et al, 2009), MIF (Torres OA, et al, 2009) e IFNG (Torres OA, et al, 2010). Otros
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grupos han reportado asociaciones con los genes CCR5 (Calzada, et al, 2001;
Fernandez-Mestre, et al, 2004), MCP1, BAT1 y NFKB (Ramazawmy, et al, 2006,
2007, 2008).
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1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La EC o también llamada tripanosomiasis americana, es una enfermedad
potencialmente mortal causada por la infeccion con el parasito protozoario T. cruzi.
Fue descrita por el médico Brasilefio, Carlos Chagas en 1909. Inicialmente la
enfermedad no era considerada un problema de salud publica de importancia, ya
que afectaba prevalentemente a los pobres, no se le daba trascendencia y la
medicina la negaba como patologia. La EC en su dimensién de pobreza se
presenta en regiones donde coexiste con otras enfermedades que son mMas
aparentes y menos silenciosas, razén por la cual frecuentemente pasa

desapercibida como un problema de salud (WHO, 2007).

La EC es una compleja zoonosis que se transmite principalmente por las heces de
insectos vectores que pertenecen a la familia Reduviidae y subfamilia Triatominae
conocidos como “pitos, vinchucas, chinches” o con otros nombres, segun la zona
geografica (WHO, 2010). Fuera de los focos naturales de transmision vectorial, se
ha notificado la transmision por transfusién sanguinea, donaciéon de 6rganos,
transmision vertical (de la madre infectada a su hijo), transmision oral y accidente
de laboratorio (WHO 2007, WHO 2010, Dutra WO, et al, 2009). La EC es
endémica en Sur y Centro América, encontrandose distribuida desde el sur de
Argentina hasta el sur de los Estados Unidos de América (WHO, 2009). Sin
embargo, debido a las migraciones humanas, actualmente se han presentado
casos en paises de Norte América, Europa, Asia y Oceania (Schmunis GA, 2007,

Franco-Paredes, et al, 2010).
1.1 AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
El parasito T. cruzi es un protozoario flagelado perteneciente a la clase

Mastigophora, orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
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Trypanosoma; del grupo Stercoraria, que durante su ciclo de vida presenta cuatro

formas morfoldgicas y biolégicamente diferentes:

e Amastigote: esférico u ovalado, es la forma reproductiva en el interior de las
células mamiferas y se replica por fision binaria.

e Epimastigote: alargado y flagelado, con el cinetoplasto localizado anterior al
nucleo, es la forma reproductiva en el tracto digestivo de los invertebrados y en
medios de cultivo.

e Tripomastigote metaciclico: alargado y flagelado, con el cinetoplasto localizado
posterior al nacleo. Se encuentra en el intestino y recto del insecto vector y es
la forma infectante.

e Tripomastigote sanguineo: también alargado y flagelado, con el cinetoplasto

localizado posterior al nucleo. Se encuentra en la sangre de los mamiferos.

Figura 1. Estadios de Trypanosoma cruzi

Fuente:www.fiocruz.br/chagas esp/cqgi/cqilua.exe/sys/start.htm?sid=13.

(A) Amastigotes intracelulares. (E) Epimastigotes (C) Tripomastigotes

metaciclicos. (D) Tripomastigotes sanguineos.
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1.1.1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

T. cruzi posee un ciclo de vida complejo que involucra diferentes poblaciones de
hospederos vertebrados tales como animales silvestres, animales domésticos y
seres humanos y hospederos invertebrados, como los insectos vectores. Durante la
alimentacion del insecto vector, los tripomastigotes sanguineos que se encuentran
en la sangre del hospedero vertebrado infectado son ingeridos y posteriormente se
diferencian a epimastigotes. Cuando la infeccion se establece en el intestino
anterior del insecto vector, los epimastigotes se dividen repetidamente por fision
binaria y pueden adherirse a las membranas perimicrovillares de las células
intestinales. Los epimastigotes se conectan a la cuticula rectal y se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos (un proceso conocido como metaciclogénesis), tanto
los epimastigotes como los tripomastigotes pueden ser eliminados a través de las
heces y orina del insecto vector, la forma tripomastigote es capaz de infectar al

hospedero vertebrado a través de mucosas o heridas en la piel.

Después de ingresar al hospedero vertebrado, los tripomastigotes metaciclicos
infectan macrofagos, fibroblastos o células epiteliales presentes en los tejidos,
donde se transforman en amastigotes la forma replicativa en el hospedero
vertebrado. Después de varios ciclos de division los amastigotes se convierten en
tripomastigotes y la célula infectada se rompe liberando los paréasitos a la matriz
extracelular. De esta forma los tripomastigotes penetran otras células o pasan al
torrente sanguineo llegando a otros tejidos o bien, los tripomastigotes pueden ser
ingeridos por el insecto vector durante la picadura al hospedero infectado,
completandose el ciclo de vida del parasito (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
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Fuente: Bern et al., 2011

1.2 EL VECTOR PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Los vectores del parasito implicados en la EC son insectos del orden Hemiptera,
familia Reduviidae, pertenecientes a la subfamilia Triatominae. Alrededor de 130
especies tanto domiciliarias como silvestres han sido encontradas como
potenciales vectores del parasito. En América Latina siete de estas especies tiene
particular importancia epidemiolégica debido a que pueden ser capaces de
colonizar las viviendas, como son Rhodnius prolixus, Rhodnius pallescens,
Triatoma dimidiata, Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
sordida and Panstrongylus megistus (Guhl F, et al, 2007. Guhl F, et al 2009).
Cuatro de estas especies presentan alto grado de adaptacion a la vivienda
humana incluyendo el peridomicilio, como son R. prolixus, T. infestans, T.

dimidiata y T. brasiliensis (Guhl F, et al, 2009). En Colombia, los vectores mas

23



frecuentes son R. prolixus, T. dimidiata y P. geniculatus (Guhl F, et al, 1999.
Sandoval C, et al, 2000. Guhl F, et al, 2007) (Figura 3).

Figura 3. Distribucién geografica de triatominos en Colombia
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1.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

En los ultimos afios la incidencia de la infeccién por T. cruzi ha tenido una notoria
disminucién cercana al 70%, gracias a los programas coordinados de erradicacion
de los vectores adelantados en paises del cono sur, como Uruguay, Chile,
Argentina y Brasil (Guhl F, et al, 2009). A pesar de los logros obtenidos en estos
paises, en Colombia y otros paises de Centro y Suramérica, la EC aun continlda
siendo un problema de salud publica. Se estima que aproximadamente entre 15 a
16 millones de personas estan infectadas con T. cruzi, y mas de 25 millones estan
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en riesgo de ser infectadas; cerca de un 15 - 30% de las personas infectadas
evolucionan hacia cardiomiopatia chagésica y aproximadamente un 10% de los
cardidpatas evolucionan a la forma dilatada (Dutra WO, et al, 2009).

La enfermedad se encuentra distribuida en México, Nicaragua, Honduras,
Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama, Colombia, Republica Bolivariana de
Venezuela, Guyana francesa, Surinam, Belice, Brasil, Ecuador, Peru, Bolivia,
Uruguay, Paraguay, Argentina y Chile. En las ultimas décadas por los movimientos
migratorios la EC se ha detectado con mayor frecuencia en Estados Unidos,
Canadd, muchos paises Europeos Yy algunos del Pacifico Occidental,
representando un riesgo adicional para la transmision de la enfermedad a través

de la transfusion sanguinea y el trasplante de 6rganos (26) (Figura 4).

Figura 4. Nomero estimado de emigrantes con T. cruzi viviendo en paises no
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Fuente: Rassi Jr, et al. 2010

La CCC presenta una alta mortalidad, calculada en cerca de 50.000 personas por

afio (OMS, 2009) y su atencion medica incrementa los costos en el sistema de
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salud (Castillo-Riquelme M, et al, 2008). En Colombia se cree que el 5% de la
poblacion se encuentra infectada y el 20% en riesgo de adquirirla. 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%) (Moncayo, et al, 2003), lo cual indica que la
EC representa un importante problema de salud publica (Figura 5).

Figura 5. Mapa de riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas.

Fuente: Guhl et al., 2005.

A nivel nacional se han reportado altas cifras de seroprevalencia en bancos de
sangre, en Santander se tienen cifras reportadas del 1,0% (Sigivila, 2001). Segun
datos de la Oficina de Epidemiologia de la Secretaria de Salud de Santander las
provincias Guanentina y Comunera, donde se ubican municipios como San Gil y
Mogotes, presenta el mayor niumero de casos en el departamento con una tasa de
incidencia de 28,33 — 300,08 por cada 100.000 habitantes, ademas municipios
como Bucaramanga, Floridablanca, Piedecuesta y Girdn reportan una incidencia
de 0 — 5,69 por cada 100.000 habitantes; este panorama evidencia que tanto en

areas rurales como urbanas del departamento la EC continlda siendo un problema
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de salud publica y social (Sigivila 2007, Gutierrez R, et al, 2004) (Figura 6). Sin
embargo, con la implementacién de programas de mejoramiento de viviendas a
través de la asignacién de fondos a los municipios de alto riesgo epidemiolégico,
se han beneficiado mas de 1500 viviendas, controlando al menos en parte, la

transmisioén vectorial.

Figura 6. Mapa de Santander. Incidencia de Chagas por provincias. Ailo 2006
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Fuente: SIVIGILA, 2007.

Regiones del continente como Brasil, Chile y Uruguay, han sido declaradas como
paises libres de transmision gracias a la implementacion de acciones que han
interrumpido la transmision vectorial, el tamizaje sistematico de la sangre de
donadores, la deteccion y tratamiento de la transmision congénita y la

administracion de tratamiento a los casos agudos y a los nifios.
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1.3.1 Mecanismos de transmisién

1.3.1.1 Transmision vectorial: En muchos paises de América Latina continla
siendo el principal mecanismo de transmision y es responsable de mas del 70%
de los casos. Este se presenta debido a la domiciliacion de los vectores,
provocada por la desagregacion ambiental.

1.3.1.2 Transmision transfusional: Se ha convertido en la segunda via mas
importante de propagacion y la principal forma de transmision en paises no
endémicos (Canada, USA, Espafa) y en paises latinoamericanos donde ha sido
erradicado en vector. Se da por la utlizacion de unidades de sangre

contaminadas.

1.3.1.3 Transmisién congénita: La transmision al feto en formacion se puede
producir en cualquier etapa de la infeccion materna, en embarazos sucesivos,
gemelares, en cualquier momento de la gestacion o por el canal vaginal durante el
parto (Carlier Y, et al, 2005).

1.3.1.4 Transmisién oral: Ocurre de forma esporadica y circunstancial en
humanos por la ingesta de alimentos contaminados con heces y orinas de
triatominos u ocasionalmente por secreciones de las glandulas de olor de los
marsupiales o sangre de animales salvajes. Generalmente coinciden con épocas

de calor y de mayor actividad de los triatominos (Coura JR, et al, 2007).

1.3.1.5 Transmisién accidental: Se puede deber al contacto de mucosas 0 micro
lesiones de piel con cultivos de T. cruzi, heces infectadas de triatominos, sangre
de pacientes o animales que contienen la forma tripomastigote. Se produce
generalmente en laboratorios clinicos, laboratorios de investigacion u hospitales
en los cuales se realiza una inadecuada manipulacion de material infectado, por

personal no capacitado o por no manejar las normas de bioseguridad.
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1.4. ASPECTOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad empieza con una fase aguda, la cual puede ser asintomatica o
sintomatica con un sindrome infeccioso severo. Alrededor del 5% de los pacientes
muere en este estado. Por otra parte, la mayoria de los individuos infectados
permanecen libres de sintomas clinicos (fase indeterminada) con pruebas
serologicas positivas. Sin embargo, varios afios después, aproximadamente el
30% de los individuos infectados, desarrollan las formas crénicas de la
enfermedad, afectando 6rganos internos, principalmente el corazén (CCC, 27-30%
de los casos), colon y es6fago (megacolon y megaesofago, 2-5% de los casos) y
el sistema nervioso periférico (1-3% de los casos), los cuales los pueden llevar a la

muerte (5, 6) (Figura 7).

Figura 7. Evolucion clinica de la enfermedad de Chagas (EC).
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Fuente: Dutra et al., 2009.
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1.4.1. Fase Aguda

Se presenta inmediatamente después de la infeccién con T. cruzi, con un tiempo
de duracion que oscila entre 2 y 4 meses. Esta fase suele ser asintomatica y cursa
con altos niveles de parasitismo en sangre y tejidos (Sosa-Estani, et al, 2006.
Coura, et al, 2010. Bern C, et al, 2011) (Figura 8). La sospecha clinica del médico
durante la fase aguda de la infeccién se ha convertido en un gran desafio, debido
a que los individuos a menudo no muestran sintomas y si éstos son evidentes,
usualmente son inespecificos. El 95% de los casos presentan fiebre, cefalea,
astenia, mialgia, artralgia, anorexia, hepatoesplenomegalia leve, linfadenopatia y

miocarditis.

Figura 8. Dinamica de la parasitemia y respuesta inmune humoral en la fase

aguday crénica de la enfermedad de Chagas.
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Tomado: Coura, et al, 2010.

Cuando el sitio de inoculacién es la mucosa conjuntival, el paciente puede

desarrollar edema periorbital unilateral (signo de Romafa), conjuntivitis y
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linfadenitis preauricular con la aparicion en el sitio de inoculacion de un nodulo
cutaneo local (Chagoma), el cual se presenta en mas del 50% de los casos.

La mayoria de los casos agudos se resuelven y soélo hasta el 5% presentan
complicaciones fatales debido a miocarditis y/o meningoencefalitis, generalmente
son nifios o personas inmunosuprimidas (Coura JR, et al, 2007). De los casos
agudos detectados y tratados el 75% pueden ser curados; en el evento que la
enfermedad no sea curada o detectada tempranamente, los pacientes pueden

progresar a la fase cronica de la enfermedad (Dutra WO, et al, 2008).

1.4.2. Fase Crdénica

Caracterizada por una marcada disminucion en la parasitemia como resultado de
la respuesta inmune del hospedero, la mayoria de los pacientes en fase crénica
son asintomaticos y se clasifican como indeterminados (Rassi Jr, et al, 2010). Este
periodo inicia entre 8 y 10 semanas después de la infeccidbn y puede persistir
durante varios afios o indefinidamente. En esta fase hay ausencia de sintomas
clinicos y el electrocardiograma es normal, no obstante las pruebas serologicas
contindian siendo positivas y la parasitemia, aunque no es detectable por métodos
directos, puede ser detectada por xenodiagnéstico entre un 20 a 60% de los casos
(Guhl F, et al, 1999. Mosca W, et al, 2007).

Aunque la mayoria de los pacientes cronicos son asintomaticos, aproximadamente
el 30% desarrolla patologias asociadas a tejido cardiaco y/o digestivo y en casos
severos conduce a la muerte (Ferreira RC, et al, 2003. Yacoub S, et al 2011.
Hernandez-Leiva E, 2011). Personas con infeccion crénica de T. cruzi son
potencialmente transmisores del parasito a vectores y a humanos por
componentes sanguineos, donacion de érganos y transmision congeénita (Bern C,
et al, 2011).
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La CCC es considerada la forma clinica mas importante de la EC. Las
manifestaciones clinicas dependen del grado de dafio miocéardico, de la presencia
de arritmias y del tipo de insuficiencia cardiaca (Rocha MO, et al, 2007). Los
sintomas mas frecuentes son palpitaciones, mareos, disnea de esfuerzo y
fatigabilidad. En las formas digestivas crénicas de la EC las manifestaciones
clinicas son causadas por la destruccion del plexo mientérico, lo que genera
alteraciones en los patrones de secrecion, motilidad y absorcién de nutrientes; que

conducen a megaesofago y/o megacolon (Coura JR, et al, 2007).
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2. INTERACCION DE Trypanosoma cruzi CON EL HOSPEDERO HUMANO

2.1 ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Frente a una sustancia o0 un organismo extrafio, se requiere una respuesta
mediada por la accién coordinada tanto de los mecanismos de la respuesta
inmune innata como de la respuesta inmune adquirida (Strieter, et al, 2002.
Kayama H, et al, 2010). Ante un peligro el sistema inmune innato inicia una
respuesta que origina la liberacion de mediadores como prostaglandinas,
quimiocinas, citocinas entre otros y la migracion de células polimorfonucleares y
mononucleares que originan una respuesta inflamatoria localizada. Si esta
respuesta del sistema inmune innato es suficiente para eliminar el patdégeno, la
inflamacion se resuelve y el tejido afectado regresa a su condicion original, pero si
el patégeno no es eliminado se activan elementos de la respuesta inmune
adaptativa que generan una respuesta efectora y memoria inmunoldgica.
Paralelamente se desarrolla una respuesta inmune reguladora para limitar el dafio
y recuperar el tejido, la cual debe estar en equilibrio con la respuesta efectora, si la
respuesta reguladora es excesiva no se elimina el patégeno y si por el contrario es

disminuida se presenta dafio tisular.

Recientemente, se ha demostrado que en el hospedero infectado con T. cruzi, la
inmunidad innata es de gran relevancia, porque no solamente actia como primera
linea de defensa contra el patdgeno, sino que actia como inmunomoduladora de
la respuesta inmune especifica, a través de la activacion de distintas poblaciones
celulares que llevan a su vez a la produccion y secrecién de grupos especificos de

quimiocinas, citocinas proinflamatorias, antiinflamatorias y receptores de estas.
Una respuesta inmunolégica eficiente y regulada, elimina o por lo menos controla

el organismo extrafio y limita el dafo tisular, mientras que una respuesta inmune

no eficiente induce un proceso inflamatorio cronico con el consecuente dafio
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tisular, fibrosis y disfuncion cardiaca (Bilate AM, et al, 2003. Hernandez E, 2010).
(Figura 9).

Figura 9. Citocinas y poblaciones celualres involucradas en la EC.

€ £ 2IL-10
0@@ £ 9IL-17 016 gy
TIFN-y
r ® T 9TNF.a 0’ B
%”r) —S T
ardiomyocytes ardiomyocytes
Lo [ Acute ] Indeterminate  =———> Cardiaé]

infection
\Trypomastigot1

eAmastigote

(3

=

—

=

-

Q
Inflammation —

\ Parasitemia —»

0 2 4 6 8mo —> several years .....

Fuente: Machado,et al., 2012.

2.1.1 Inmunidad innata

Una vez el parasito pasa de la epidermis, penetra a las células o es fagocitado por
macrofagos tisulares. En el interior de ellos se transforma a amastigote y luego a
tripomastigote que lisa la célula liberandose al espacio intersticial y diseminandose
por todo el organismo, originando un cuadro clinico que varia desde inaparente (el
paciente no tiene sintomatologia evidente) u oligosintoméatico, a un cuadro agudo
con sintomatologia importante, parasitemia evidente y respuesta inflamatoria
(Rassi Jr, et al, 2010).

34



El parasito activa elementos de la respuesta innata, a través de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), entre ellos estan el glicofosfatidil-
inositol o GPI anclado, glicoproteinas unidas al GPlI como la mucina y la
transialidasa, proteina Tol A del flagelo (Gazzinelli and Denkers, et al, 2006), que
estimulan a receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Entre los diversos
PRRs, los receptores tipo Toll o TLRs son los mas estudiados. La unién de los
TLRs con los PAMPs con excepcion del TLR3, induce la produccion de citocinas
de manera dependiente del factor nuclear kB (NF-kB) a través de una via de
sefalizacion que involucra la molécula adaptadora MyD88 en macréfagos, células
dendriticas y células natural killer (NK) (Tarleton, et al 2007). La unién de los
PAMPs y los PRRs estimulan la produccién de mediadores proinflamatorios,
incluyendo factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL12, los cuales aumentan la
produccion de interferén gamma (INF-y) y 6xido nitrico (Kayama H, et al, 2010.),
gue actian como primera linea de defensa contra T. cruzi al aumentar la
capacidad de los macréfagos para destruir el parasito, ademas de modular la

respuesta inmune adaptativa.

Un ambiente de citocinas y la activacion de las células presentadoras de antigeno

estimulan a los linfocitos T y B para conformar la respuesta inmune adaptativa.

2.1.2 Inmunidad adaptativa

La respuesta inmune mediada por células tiene un proceso de maduracion.
Después de la interaccion entre los PAMPs y las células presentadoras de
antigenos, los epitopes antigénicos son presentados por el complejo mayor de
histocompatibilidad | o Il a los linfocitos T. Los linfocitos T que reconocen los
epitopes presentados, junto con moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y
CDA40, son estimulados y en presencia de un ambiente de quimiocinas y citocinas
se convierten de linfocitos Th 0 a linfocitos Thl o Th2 (Souza PE, et al, 2004).
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Las distintas subpoblaciones de linfocitos T ayudadores efectores se diferencian
por el perfil de citocinas que generan, de tal manera que los Thl producen INF-
Y,TNF-a y B que estimulan la destruccion del patégeno por los macréfagos o la
activacion de los LT CD8+. Los linfocitos Th2 presentan una respuesta efectora
mediada por IL 4, IL 5, IL 6, IL 10, IL 13 y TGF-3, algunas de ellas estimulan la
produccion de anticuerpos efectores. La IL-10 producida por los linfocitos Th2
favorece la activacion de linfocitos T reguladores (CD4", CD25") cuya finalidad es
el control de la inflamacién 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 asintomética o indeterminada o en
algunos casos al desarrollo de una fase cronica. (Coura JR, et al, 2010. Dutra WO,
et al, 2008).

2.1.3 Importancia de la inflamacion en la CCC

La CCC se caracteriza por infiltrados linfocitarios, fibrosis y pérdida de
contractibilidad del tejido cardiaco. Las reacciones inflamatorias observadas, tanto
durante la fase aguda como la fase cronica de la EC, desempefian un papel
importante en su patogenia. Los linfocitos T CD8+ son de gran relevancia en la
generacion de la miocarditis y cardiopatia crénica, ya que existe predominancia de
estas células en el infiltrado inflamatorio del tejido cardiaco de ratones infectados,
asi como en el corazén de pacientes chagéasicos crénicos. Con relacién a la
acumulacion preferencial de esas células en los tejidos blanco, el aumento de la
expresion de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-4, moléculas de HLA de clase
I y Il, moléculas de adhesién y de las quimiocinas inducidas por IFN-yy sus
receptores (MCP-1, IP-10, MIG y CCR2, CCR5 y CXCR3) parecen estar
involucradas en el proceso de migracion. Las quimocinas y sus receptores tienen
un papel esencial en el reclutamiento y activacion de leucocitos a los sitios
afectados, siendo responsables de los procesos inflamatorios. Estudios en CCC

han mostrado que cuando el parasito persiste en el tejido se producen quimiocinas
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especificas en respuesta a este, por lo cual su presencia puede llevar a un
proceso inflamatorio cronico, responsable del infiltrado inflamatorio y de los dafios
en el tejido miocardico. De igual manera se ha demostrado prevalencia de
linfocitos T CD8+ y en menor proporcion linfocitos T CD4+ y macrofagos,
formando estos infiltrados inflamatorios en el corazén lo que se asocia con altos
niveles de quimiocinas CCL3, CCCL4, CCL5 (RANTES) y su receptor CCR5.

El concepto méas aceptado sobre la evolucién cronica de la infeccién por T.
cruzi dice que, en respuesta a la permanencia de los parasitos en érganos-blanco
de la infeccion, la respuesta inmune especifica resulta en un proceso inflamatorio
exacerbado con consecuentes efectos perjudiciales en estos tejidos. Entre los
componentes exacerbados en este proceso inflamatorio, parece ser clave la
presencia de altos niveles de IFN-y. Este postulado parece paraddjico si
consideramos que una respuesta antiparasitaria efectiva seria critica para el
control de la infeccion y, consecuentemente, impediria la posible progresion a
formas clinicas graves de la enfermedad. Lo que parece clave en esta discusion
es la nocién de regulacion en el sistema inmune, proceso con multiples
componentes fundamentales para el blogqueo de eventuales dafios que seguirian a
una respuesta inmune efectora. Recientemente, fue propuesto que el desbalance
entre los mecanismos oxidantes/antioxidantes y citoquinas
proinflamatorias/antiinflamatorias, 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 (Dutra et al., 2009).
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3. ASPECTOS GENETICOS Y BIOQUIMICOS

Los mdltiples mediadores moleculares involucrados, la heterogeneidad, el grado
de severidad de las manifestaciones clinicas de la EC y el hecho que sélo un 30%
de los infectados evolucione a CCC, llevan a plantear que el componente genético
esta involucrado en su patogénesis. Sin embargo, la susceptibilidad genética a la
infeccion por T. cruzi y el desarrollo de la CCC es compleja y poligénica (Dutra
WO, et al 2009. Nieto A, et al, 2000). Estudios recientes han evaluado
polimorfismos genéticos en genes que codifican moléculas relacionadas con el
control de la respuesta inmune y la susceptibilidad genética a la CCC (Calzada JE,
et al, 2001. Ramasawmy R, et al, 2008. Torres OA, et al, 2009).

Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen por
mutaciones en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y presentan
cierta frecuencia en la poblacién tras multiples generaciones (Iniesta R, et al,
2005). La variabilidad fenotipica de cada individuo esta determinada de forma
significativa por los polimorfismos de nucleétido simple- SNPs (del inglés: single
nucleotide polymorphism), y en menor grado a inserciones, deleciones,
secuencias repetidas y/o re-arreglos cromosémicos debido a que el genoma
humano no es una estructura estatica. Los polimorfismos son la base de la
evolucion y los que se consolidan, bien pueden ser silentes o proporcionar
ventajas a los individuos, aunque también podrian contribuir a causar

enfermedades (Benhamou S, et al, 2002).

Los polimorfismos de Unico nucleétido (SNPs) han sido la principal clase de
variantes estudiadas y son la forma mas prevalente de variaciones genéticas entre
individuos. En base a los resultados de secuenciacion, se estima que el genoma
humano tiene aproximadamente 37 millones de SNPs y en un genoma individual
se pueden tener hasta 3 millones de estas variantes (Ali JM, 2011). Gracias al

Proyecto Hapmap conocemos como se distribuye el desequilibrio de ligamiento
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(DL) a lo largo del genoma humano y cuales son los SNPs que representan mejor
cada bloque haplotipico en las diferentes poblaciones ancestrales como son la
caucdsica, asiatica y africana (Frazer et al., 2009, Cordero P, et al, 2012).

Cuando los marcadores se encuentran en total DL (D’ o r’=1) en la poblacién,
existe informacion redundante, por lo tanto, la genotipificacion de un tnico SNP
provee toda la informacién de aquel con el cual esta en DL (Figura 10). Dada la
alta variabilidad alélica en el genoma humano, la probabilidad de que dos
individuos no relacionados presenten un mismo haplotipo, es practicamente nula.
Es por esto que el estudio de haplotipos se ha convertido en una herramienta (til
en la determinacion de relacion genética entre individuos y por lo tanto en el

estudio del origen de mutaciones de diversas enfermedades.

Figura 10. Estructura de la variacion genética del DNA en el genoma humano
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Cromosomal AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Cromosoma2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCAACCG....
Cromosoma3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCAACCG....
Cromosoma4 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
B Haplotipos
Haplotipo 1  cTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotipo 2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotipo 3 CCCGATCTGTGATACTGGTG
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Fuente: Modificado de Altshuler D. Science 2009



Dada su alta frecuencia, estabilidad y baja tasa de mutacién, los SNPs han sido
ampliamente utilizados en estudios de asociaciébn por su posible papel en la
patogénesis de diversas enfermedades complejas y poligénicas, es asi como han
sido evaluados en enfermedades comunes, desde autoinmunes, oncoldgicas,
neurologicas e infecciosas; aumentando enormemente nuestra comprension del
genoma humano y convirtiéndose en la base de la genética humana moderna
(Cordero P, et al, 2012).

La EC es considerada como una enfermedad compleja y poligénica en donde
factores tanto ambientales como genéticos del hospedero y del parésito podrian
ejercen un efecto o influenciar el desarrollo de la enfermedad (Palmer LJ, et al,
2005). En esta enfermedad se han adelantado estudios de asociacion genética, la
mayoria de genes estudiados estan relacionados con la inmunopatogenicidad de
la enfermedad entre ellos aquellos involucrados con funciones de reconocimiento,
citocinas, quimiotaxis, factores de crecimiento, ligandos celulares, moléculas de

adhesion, sefalizacion intracelular y factores de transcripcion (Tabla 1).

El comprender los mecanismos de patogenicidad de la EC permitiria seleccionar
SNPs en genes especificos (genes candidato), convirtiéndolos en marcadores de
riesgo, pronéstico o en posibles blancos terapéuticos (Huizinga TW, et al, 2004. Ali
JM, 2011). El andlisis e identificacién de genes candidatos utilizados en estudios
de casos y controles o0 en estudios prospectivos de asociacion (Ali JM, 2011), 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).
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Tabla 1. Polimorfismos genéticos estudiados en el

enfermedad de Chagas

hospedero en la

Gen Polimorfismo Susceptibilidad / )
o Referencia
SNPs Asociacion
Deghaide, 1998; Fernadez-Mestre 1998;
HLA Clase | y Clase Il Contradictoria Colorado 2000, Fae 2000; Layrisse,

Cadena pesasa de
Miosina Cardiaca 3
CCL2 /MCPI
CCR5

NRAMPI

NOS2
TNF-a
TNF-a

TNF-a

LTA
BAT-1
NFKR, IL-1
IL-18
IL-10
IL12R3

TLR2, TLR4

TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR9
PTPN22
MIF

TGFR

IL6
IFNs
MAL / TIRAP
ACE

(CATT)n

-2518
+53029
5'(GT)n, -236C-->T,

D543N, 3'UTR deleccién

(CCTTTN
-308, -238
-308

-308

+80, +252
-22, 348
-62, -262
-31, +3954, +5810
-1082
+1188
Arg753GIn
Asp299Gly
Thr399lle

+1858

+1858

-173
-988, -800, -509, +263,

+10
-174

+874

S 180L
/D

Negativa

CcCcC
CcccC

Negativa

Negativa
Negativa

CCC

Progresion a muerte /
Transplante de corazén

CCC

CCC

CCC

CCC

CCcC

CCcC

Negativa

Negativa

Negativa
CCC
Negativa
CCcC
Negativa
Negativa
CCcC

Negativa

2000; Nieto, 2000; Cruz-Robles, 2004
Fae, 2000

Ramasawmy, (2006a)
Calzada, (2001a)

Calzada, 2001b

Calzada 2002
Beraun, 1998, Drigo et al. 2007
Rodriguez — Pérez 2005

Drigo, 2006

Ramasawmy, 2007

Ramasawmy, 2006b

Ramasawmy, 2008
Fléres, 2006
Costa, 2009
Zafra, 2007

Zafra, 2008

Ramasawmy, 2009

Robledo, 2007
Torres, 2009

Torres, 2009

Torres, 2009
Torres, 2009
Ramasawmy, 2009
Cuoco, 2005. Pascuzzo — Lima 2009

CCC. Cardiomiopatia Chagésica cronica

Fuente: Tomado y modificado de Cunha — Neto et al, 2009. Gonzalez CI and

Mantilla JC, 2012.
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3.1 CCR5

CCRS5 es el principal receptor celular para CCL5 (RANTES), MIP-1a (CCL3) y
MIP-13 (CCL4), quimiocinas que inducen la quimiotaxis de células del sistema
inmune (linfocitos, monocitos/macrofagos, células asesinas naturales (NK), células
dendriticas) al sitio afectado e incrementan la afinidad de T. cruzi por los
macrofagos humanos mejorando la produccion de oxido nitrico y controlando la
replicacion del parasito. La Tabla 2 muestra los receptores de quimiocinas y sus

ligandos.

Tabla 2. Receptores de quimiocinas CC y sus ligandos

Receptor Ligando Ligando con nueva nomenclatura

CCR1 MIPIl-a, RANTES, MCP-3, HCC-1, HCC-4, CCL3, CCL5, CCL7, CCL14, CCL15,
MPIF-1 CCL16, CCL23

CCR2 MCP-1, MCP-3, MCP-2, MCP-4 CCL2, CCL7, CCL8, CCL13

CCR3 RANTES, MCP-3, MCP-2, Eotaxin, MCP-4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13,
HCC-2, Eotaxin-2, Eotaxin-3 CCL15, CCL24, CCL26

CCR4 TARC, MDC CCL17, CCL22

CCR5 MIP-1a, MIP-13, RANTES, MCP-2 CCL3, CCL4, CCL5, CCL8

CCR6 MIP-3a CCL20

CCR7 MIP3R, SLC CCL19, CCL21

CCRS8 1-309 CCL1

CCR9 TECK CCL25

CCR10 CTACK, CCL28 CCL27, CCL28

Fuente: Tomado y modificado de (Balistreri CR, et al, 2007)

3.1.1 Estructura proteica de CCR5

El receptor CCR5 es una proteina de 352 aminoéacidos (Figura 11), con una masa
molecular de 40.600 Da y un sitio potencial de glicosilacién ligado al extremo

aminoterminal (Choi WT, et al, 2011). El analisis de la secuencia de aminoacidos
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de CCR5 reveld6 7 tramos de aminoacidos hidrofébicos,

la mayoria
correspondiente a 7 hélices

transmembrana, un extremo aminoterminal

extracelular y un carboxiterminal intracelular. Esta estructura es consistente con

ser una proteina G acoplada a receptor (GPCR del inglés G protein coupled

receptor).

Fig.11. Estructura proteica de CCR5
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Fuente: Tomado de (Oppermann 2004).
3.1.1.2 Funcidn

CCR5 tiene mdltiples funciones en la respuesta inmune, como el reclutamiento de
células al sitio de infeccion y posteriormente en el establecimiento de las bases
para una adecuada respuesta inmune y formacion de sinapsis inmunoldgica
(Wong MM, 2003). La interaccion CCL5-CCR5 determina la diferenciacion de las

células Thl. Estudios sugieren que IL2 induce la expresion de CCR5 en LT,
mediada por una retroalimentacion positiva.

43



El receptor CCR5 media la quimiotaxis después de la interacciéon con sus ligandos
CCL3, CCL4, CCL5 y CCL8 (Onuffer JJ, et al, 2002). CCR5 es expresado por
linfocitos, monocitos/macréfagos, células asesinas naturales (NK), células
dendriticas derivadas de sangre periférica, células endoteliales, epitelio, musculo
liso vascular y fibroblastos. La expresién de CCR5 ademas ha sido reportada en
células progenitoras hematopoyéticas CD34, células de Langerhans, neuronas,
astrocitos y timocitos. (Bajetto A, et al, 2002. Muller A, et al, 2004).

En la figura 12 podemos observar las vias de sefializacion activadas por la union
de la quimiocina con el receptor CCR5. Esta se une a proteoglicanos presentes en
la matriz extracelular, formando agregados que posteriormente se unen al receptor
CCRS5 produciendo dimerizacion — oligomerizacion del mismo. La unién al receptor
se localiza en las balsas lipidicas (lineas naranjas) e induce la sefalizacion a

través de la activacion de la célula T, lo cual afecta su funcion.

Figura 12. Vias de sefalizacion en el receptor CCR5
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La transduccion de sefial a través de CCR5 juega un papel importante tanto en
procesos fisioldgicos como patolégicos, incluyendo inflamacién y hematopoyesis.
En diferentes enfermedades autoinmunes, la alta expresion de ligandos de este
receptor permite la migracion o quimiotaxis de linfocitos Thl hacia los tejidos

comprometidos, promoviendo la inflamacién y el dafio tisular (Turner, et al, 2007).

3.1.2.1 CCR5 en enfermedad de Chagas

En EC existe evidencia experimental relacionada con el papel de CCR5 en la fase
inicial de la infeccién para controlar el parasito. En ratones, la infeccién con T.
cruzi estuvo acompafada de un aumento en la expresion de CCR5 y los ratones
CCR5-/- tuvieron niveles altos de parasitemia y una mortalidad mayor, en

comparacion con los ratones de tipo salvaje.

Aunque las células cardiacas contribuyen al control del crecimiento del parasito,
también estan implicadas en la persistencia del dafio cardiaco. Existe evidencia
experimental que sugiere que los receptores de quimiocinas pueden contribuir al
dafio del tejido cardiaco durante la enfermedad de Chagas (Cunha-Neto, et al,
2009. Medeiros GA, et al, 2009. Marino AP, et al, 2005. Talvani A, et al, 2004.
Coelho PS, et al, 2002. Manque PA, et al, 2011). En la infeccion experimental con
T. cruzi, la prevalencia de linfocitos T CD8+ en tejido cardiaco ha sido relacionada
con la produccién temprana de quimiocinas CC: CCL3, CCL4 y CCL5, asi como la
regulacion positiva de CCR5 sobre leucocitos circulantes. El papel relevante de las
interacciones mediadas por CCR5 en la miocarditis desencadenada por T. cruzi,
se ha evaluado en el tratamiento con Met-RANTES, un antagonista parcial de
CCR1/CCR5, el cual disminuye el infiltrado celular en corazones murinos

infectados con T. cruzi (Marino et al 2004, Medeiros et al 2008).

En la CCC los linfocitos que infiltran el miocardio expresan de manera especial

receptores de quimioquinas, entre ellos el CCR5, los cuales se expresan con
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mayor frecuencia en pacientes con alteraciones cardiacas comparados con
pacientes asintomaticos (Fernandez-Mestre, et al, 2004). La frecuencia y densidad
de CCR5 es regulada positivamente en esplenocitos y leucocitos de sangre
periférica de animales infectados con T. cruzi a las 7 dias post-infeccion (Silva et
al 2007). Sin embargo, a los 28 dias post-infeccion la expresion de CCR5 se
encontrd principalmente en linfoctios T CD8+, sugiriendo que CCR5 y sus ligandos
pueden ser importantes en la entrada preferencial de linfocitos T CD8+ en el tejido

cardiaco.

Dada su relevancia en la patogénesis se ha planteado que este receptor podria
ser utilizado como un posible marcador de riesgo, prondéstico o blanco terapéutico
(Talvani, et al, 2004. Kroll-Palhares K, et al, 2008).

3.1.3 Estructura del gen CCR5

Los genes de gquimiocinas y receptores de quimiocinas estan agrupados en el
genoma humano. La mayoria de genes de receptores de quimiocina-CC se han
evidenciado mapeando dentro de la regién 3p21.3 (Samson et al., 1996). La
agrupacion de genes de quimiocinas y receptores de quimiocinas sugiere una

rapida evolucion de ambas familias de genes por duplicaciones locales.

El gen CCR5 se encuentra en el cromosoma 3, en la posicién 3p21.3, se extiende
aproximadamente 6 kb (500pb) y estad conformado por 4 exones y 2 intrones. La
transcripcion inicia en dos promotores distintos y patrones complejos de "splicing
alternativo” en el extremo 5' corriente arriba y en los 4 exones que dan lugar a
multiples ARN mensajeros maduros (Picton ACP, et al, 2010). Las regiones
reguladoras y las de los intrones son polimorficas y basandose en el DL estos
polimorfismos estan organizados en 7 haplogrupos (clusters) evolutivamente

diferentes. Estos haplotipos presentan diferencias en la regulacion transcripcional
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y en la union a factores de transcripcion, estudiados a profundidad en VIH
(Mummidi et al 2000). Esta establecido el cluster principal que incluye CCR1, 2, 3,
5y 8, asi como CCXCRL1 dentro de la regién 3p21.3, y la localizacion mas distal
de CCR4 en la regidon p24 region, con un tamafio aproximado de 425 kb. (Samson
et al., 1996, Maho et al., 1999).

Fig.13. Estructuray polimorfismos del gen CCR5
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3.1.3.1 Polimorfismos del gen CCR5

La expresion de CCR5 puede ser regulada por un amplio espectro de
polimorfismos localizado corriente arriba y abajo del promotor, el cual incluye la
region intronica entre los exones 1y 3 (Figura 13). El analisis de secuencia de la
region cis- regulatoria del CCR5 (-2671 a -1835) revel6 32 sitios variables que

definen 27 haplotipos humanos. Basado en 7 polimorfismos (-2733 A/G,-2554

47



GIT, -2459 G/A, -2135 T/C, -2132 C/T, -2086 A/G y -1835 C/T), 7 grupos distintos
de esos haplotipos fueron designados como haplogrupos humanos de CCR5
(HH)-A,-B, -C, -D, -E, -F, y —G. Los haplogrupos de CCR5 ademas involucran el
haplotipo P1 (208*G, 612*A, 626*C, 627*C, 630*C, 647*C, 676*A, 684*T, 714*C,
811*G), que esta en desequilibrio de ligamiento con CCR5A32 y CCR2-641 (Martin
MP, et al, 1998).

En el gen CCRS5, la delecién de 32 pares de bases CCR5A32 en ORF (del inglés
open reading frame), resulta en una proteina truncada por lo que no es exportado
a la superficie celular. Este polimorfismo es el mas estudiado y esta presente en
varias poblaciones Caucasicas en una frecuencia alrededor del 9%, mientras esta
casi ausente en algunos grupos étnicos como Amerindios, Africanos, Japoneses y
Chinos (Samson et al 1996, Wang et al 2003). El estado homocigoto de CCR5A32
protege contra la infeccion por el VIH, mientras que el heterocigoto disminuye la
velocidad de progresion al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
Recientes estudios proveen evidencia del efecto protector de la variante CCR5A32
en artritis reumatoidea en una cohorte de Nueva Zelanda. Un estudio encontré una
relacion entre CCR5A32 y el alelo G del SNP rs1799987 con el desarrollo de
nefropatia diabética, pero solo en hombres (Mlynarski WN, et al, 2005).

Otro polimorfismo presente en el promotor que ha sido bastante estudiado es el
59029 A/G, descrito también como -2459 (rs1799987), debido a que afecta el nivel
de expresion del receptor disminuyendo la velocidad de desarrollo del SIDA (Bilate
MB, et al, 2008. Mummidi S, et al, 2000). Estudios han reportado que el alelo G
de este SNP tiene una actividad mas baja del promotor in vitro, que el alelo Ay el
genotipo A/A resulta en una expresion mas alta en células T CD4+. (McDermott et
al., 1998, Shieh et al., 2000).
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Investigaciones realizadas en Venezuela y en Perq, evidenciaron que el genotipo
heterocigoto para la mutacion 59029A/G y el alelo G es significativamente mas
frecuente en pacientes asintoméaticos infectados por T. cruzi que en pacientes con
CCC, al parecer protegiendo a los pacientes de desarrollar compromiso clinico
cardiaco. De esta manera se postula que al progresar la enfermedad, la expresion
del CCR5 podria disminuir, por la presencia del alelo G, alterando el proceso de
reclutamiento y quimiotaxis de linfocitos Thl, atenuando la respuesta inmune
cronica en contra del parasito y el grado de dafio tisular (Fernandez-Mestre, et al,
2004).

Recientemente, un estudio realizado en el grupo de Inmunologia y Epidemiologia
molecular, en 260 individuos seropositivos para T. cruzi, encontré diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion del haplogrupo humano (HH)-A.
Ademas se evidencio que el alelo G del SNP CCR5 -2733 y el alelo T del SNP
CCR5 -2554, estuvieron asociados con un riesgo reducido a la susceptibilidad y
severidad al desarrollo de CCC, respectivamente (Florez O, et al, 2012).
Sustituciones en las regiones regulatorias de CCR5 producen diferencias en la
actividad transcripcional. En este sentido, el alelo G del SNP -2733 se une al factor
de transcripcion nuclear (NF1) en tres lineas celulares humanas y el alelo T del
SNP -2554 se une con mayor avidez que el alelo G a miembros de la familia de

factores de transcripcion NF-kB (Mummidi et al 2000).
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Figura 14. Receptores de quimiocinas y enfermedad
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3.1.3.2 Enfermedades asociadas con polimorfismos en CCR5

Se ha demostrado que CCR5 esta involucrado en la patogénesis de diferentes
enfermedades inflamatorias. Varios estudios han sido llevados a cabo para
investigar la relacion entre polimorfismos de CCR5 vy la susceptibilidad/resistencia
a algunos desordenes inmunoldgicos, tales como esclerosis multiple (Jakkula E, et
al, 2010), lupus eritematoso sistémico (Hughes T, et al, 2011), artritis reumatoidea
(Stahl EA, et al, 2010) y otras enfermedades inflamatorias como diabetes mellitus
tipo 1 (Barrett JC, et al, 2009), ateroesclerosis, enfermedad de Kawasaki (Jhang
WK, et al, 2009), soriasis (Soto-Sanchez, et al, 2010) y alzeheimer vy
enfermedades infecciosas con el virus de hepatitis C, Citomegalovirus (Loeffler J,
et al, 2006) y VIH (Pokomy V, et al, 2005).
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La delecion CCR5A32 presente en el gen CCR5, ha sido bastante estudiado
sobretodo en poblacion caucésica. Esta delecion da como resultado una pérdida
de funcionalidad del receptor CCR5. En ateroesclerosis, CCR5A32 incrementa el
riesgo de aneurisma aértico abdominal (Ghilardi G, 2004). En infarto del miocardio
se ha reportado que quienes presentan la delecion CCR5A32 estan protegidos
contra episodios tempranos (Gonzalez P, 2001). En pacientes con esclerosis
multiple las células T que expresan el receptor CCR5 estan incrementadas en
sangre. La delecion CCR5A32 se asocia con un menor riesgo de recurrencia de la
enfermedad clinica (Sellebjerg F, 2000). En artritis reumatoide, la presencia de la
delecibn CCR5A32 esta asociada con un efecto protector de artritis reumatoide
segun un estudio realizado en Nueva Zelanda (Pokorny V, 2005). Se ha
encontrado que CCR5A32 predispone a la aparicion de diabetes mellitus tipo 1
(Kaev I, 2003). Un estudio posterior encontrd6 una asociacion de CCR5A32 y
CCR5-2459 * alelo G con el desarrollo de nefropatia diabética, pero soélo en los
hombres, mientras que el haplotipo que contiene el alelo A del SNP CCR5- 2459 *
y la ausencia del CCR5A32 tienen efectos protectores (Mlynarski WM, 2005).

En la infeccién con VIH, junto con el receptor CD4, el CCR5 es utilizado como un
co-receptor del virus para infectar macréfagos. De acuerdo con las hipotesis
actuales, los homocigotos para la delecion CCR5A32 presentan una resistencia
total a la infeccion por VIH, mientras que los heterocigotos en CCR5A32 presentan
un retraso en la apariciéon del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
(O’Brien SJ, 2000).

La Enfermedad de Kawasaki es un sindrome vascular agudo de etiologia
desconocida que afecta a pequefias y medianas arterias. En un estudio sobre
poblacién infantil Coreana se inform6 que el alelo T del polimorfismo CCR5 (-2135
C/T) puede estar asociado con el desarrollo de esta enfermedad (Jhang WK, et al,
2009). En un estudio realizado sobre poblacion norteamericana (USA), fue
reportado que polimorfismos de CCR5 (-2554 G-T y -2086 A-T) confieren alto
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riesgo al desarrollo de la infeccidn por citomegalovirus (Loeffler J, et al, 2006). En
el afio 2010 fue reportado un estudio realizado en poblacion Espafiola donde se
reportd que SNPs del CCR5 (CCR5A32 y CCR5-rs1799988) no contribuyen al

riesgo de desarrollar soriasis o su complicacion a artritis soriatica.
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4. JUSTIFICACION

El hecho de que solo un pequefio porcentaje de individuos infectados desarrolle la
EC, lleva a destacar el papel del componente genético en el desarrollo de la
patologia. La susceptibilidad genética al desarrollo de la CCC es compleja y
poligénica, ya que es el producto de la suma del efecto moderado de multiples loci
y variantes genéticas y su interaccion con el parasito y factores ambientales,
determinando la susceptibilidad o resistencia a desarrollar la enfermedad. La
identificacion de los genes y haplotipos implicados en la EC, podria ayudar en un
futuro a tener un tratamiento personalizado para los pacientes que tengan riesgo

de desarrollarla y aquellos que ya la sufran.

El papel de CCR5 durante la infecciéon con T. cruzi ha sido estudiado tanto en
humanos como en ratones. Estos estudios han revelado un incremento en los
niveles de los ligandos de CCR5: CCL3, CCL4 y CCL5, en los corazones de
ratones infectados con T. cruzi. Asi mismo, fue detectado un aumento en la
expresion de CCR5 en leucocitos de pacientes con CCC. Ratones CCR5-/- han
mostrado ser mas susceptibles a la infeccién por T. cruzi comparado con los
ratones de tipo salvaje, donde se evidencié una inflamacion reducida e
incremento del parasitismo. En humanos se reportd que la frecuencia de linfocitos
CD4+ CD25+ y las células NK fue mayor en pacientes en la fase indeterminada
gue en los pacientes con cardiomiopatia chagasica (Vitelli-Avelar, et al, 2005).
Trabajos posteriores en pacientes con CCC reportaron que el infiltrado linfocitario
estd conformado principalmente por linfocitos T con un predominio de CD8+, pero
también en menor proporcion CD4+ y macréfagos (Cuhna-Neto E, et al, 2009). El
infiltrado inflamatorio es accionado por quimiocinas que determinan el tipo de
células presentes en el tejido. Estos hallazgos implican a CCR5 en el desarrollo

activo de miocarditis durante la infeccion por T. cruzi.
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En este sentido, variantes génicas del gen CCR5 han sido estudiadas como
posibles biomarcadores de CCC en poblacién Brasilera, Peruana y Venezolana.
En Colombia, el Grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecular, GIEM en el
cual se encuentra enmarcada esta propuesta, ha descrito asociaciones con
polimorfismos funcionales del tipo de nucle6tido simple (SNP), en genes de
citoquinas pro-inflamatorias como IL1 beta, IL12 beta, IFN gama, MIP y CCL5
(RANTES). Si bien ya se tienen reportes acerca del gen CCR5, con el presente
estudio se aumenté el tamafio de la muestra, se han utilizado pacientes nuevos,
se han determinado haplotipos y un analisis de estadios de severidad en aquellos
pacientes que presentan CCC, para compararlo con lo anteriormente reportado

por NOSotros y por otros grupos.

Por la importancia del receptor CCR5 en la patogenia de la enfermedad, esta
propuesta plantea analizar la asociacién de variantes génicas y haplotipos del gen
CCRS5 con el desarrollo de la CCC. Este conocimiento seria relevante para el
desarrollo de medidas preventivas, terapéuticas y estrategias de intervencion
multidisciplinarias en la reduccion de la morbi-mortalidad de origen cardiovascular
de estos pacientes, disminuyendo los gastos del sistema de salud utilizados en la
atencién hospitalaria, asi como también el impacto a nivel econémico y social por

la afeccion de los individuos en etapa productiva.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe asociacion entre las variantes génicas rs2856758, rs2734648,
rs1799987, rs1799988, rs41469351, rs1800023, rs1800024 presentes en el gen
CCRS5 vy sus haplotipos con el desarrollo de CCC en individuos provenientes de

zona endémica de Santander.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del gen
CCR5 en pacientes con CCC y asintomaticos provenientes de zona endémica
de Santander.

e Determinar el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos analizados y
la presencia de haplotipos.

e Establecer la asociacién de los polimorfismos del gen CCR5 o sus haplotipos

con el desarrollo de cardiomiopatia chagasica cronica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se llevé a cabo un estudio analitico poblacional utilizando el disefio de casos y
controles donde se evaluaron las diferencias entre las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos del gen CCR5, en pacientes seropositivos a
antigenos de T. cruzi. El estudio incluyd 442 individuos quienes residieron por lo
menos durante 10 afios en las provincias Comunera y Guanentina del
departamento de Santander y que tenian evidencia serolédgica de infeccién por T.
cruzi, determinada por la presencia de anticuerpos con pruebas de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) (Biokit; Espafia) y Hemaglutinacién
Indirecta (Wiener Lab.; Argentina). Todos los individuos viven en condiciones
ambientales y socioecondémicas similares. Los pacientes fueron reclutados en su
mayoria en estudios de campo realizados en la zona. La poblacion de la regidon es

una mezcla homogénea y no hay concentracién de grupos étnicos.

Los pacientes fueron evaluados clinicamente y se les realizaron pruebas
electrocardiograficas con la colaboracion de la Fundacion Cardiovascular de
Colombia (FCV) y fueron clasificados en asintomaticos y sintomaticos segun los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (Tabla 4). Aquellos pacientes con
alteraciones cardiacas demostradas por evaluacidn clinica y pruebas
electrocardiograficas, tales como electrocardiograma y ecocardiograma, que
mostraron trastornos de la conduccion y/o cardiopatia estructural fueron
clasificados como sintomaticos o con CCC y representaron el grupo de casos
(n=236, edad promedio: 58 afios). Los pacientes sin alteraciones cardiacas
demostradas por evaluacion clinica y por pruebas electrocardiograficas fueron
clasificados como asintomaticos y representaron el grupo control (n=206, edad

promedio: 49 afos).

56



Tabla 3. Clasificacién de los pacientes segun grados de severidad de la
cardiopatia - OMS

Grado| Infeccion chagasica sin compromiso clinico. No se encuentran
rado
alteraciones electrocardiograficas y ecocardiogréaficas.

Infeccion chagasica con sintomatologia de moderada a nula. Se
Grado Il | encuentran alteraciones electrocardiograficas pero no alteraciones

ecocardiograficas.

Infeccion chagasica con sintomatologia pronunciada con insuficiencia
Grado lll | cardiaca. Se encuentran alteraciones electrocardiogréficas y

ecocardiograficas.

Rutinariamente, a todos los pacientes se les llen6 un cuestionario donde se
consignaron los datos personales, epidemioldgicos 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 (UIS) y de la
Fundacién Cardiovascular de Colombia (FCV) y esta anidado en un proyecto
financiado por Colciencias titulado: Valor prondstico de los polimorfismos del
Factor de Necrosis Tumoral alfa y del receptor de quimioquinas CCR5 en adultos

Colombianos con cardiopatia chagéasica crénica (Estudio Centauro).

Se analizaron 7 polimorfismos del gen CCR5 ubicados en el cromosoma 3
posicion 3p21.31 (46.411.633 — 46.417.69 pb). Este gen codifica para el receptor
CCR5 que es el principal receptor celular de la proteina CCL5 (RANTES), los

cuales estan implicados en la patogénesis de la enfermedad.
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6.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION PARA EL GRUPO DE CASOS

6.2.1 Criterios de inclusién

e Pacientes mayores de 18 afos.

e Pacientes con serologia positiva para anticuerpos contra T. cruzi.

e Vivir por mas de 10 afios en zona endémica

e Tener sintomatologia clinica, electro o ecocardiograma compatible con

cardiomiopatia chagasica.

6.2.2 Criterios de exclusién

e Diagnostico previo de otras causas de cardiopatia dilatada (hipertensiva,
isquémica, viral, idiopatica, arritmica, valvular).

e El no deseo de participar en el estudio o no firmar del consentimiento
informado.

e Cualquier enfermedad diferente a la CCC que disminuya la expectativa de vida
a menos de 5 afos.

e Enfermedad reumatoldgica o autoinmune.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION PARA EL GRUPO CONTROL

6.3.1 Criterios de inclusidén

e Pacientes mayores de 18 afos.

e Pacientes con serologia positiva para anticuerpos contra T. cruzi.

e Vivir por mas de 10 afios en zona endémica

e No tener sintomatologia clinica o electrocardiografica compatible con

cardiomiopatia chagasica.
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6.4 SELECCION DE LOS POLIMORFISMOS

En el gen CCR5 se han descrito 10 loci bialélicos, se analizaron los 7
polimorfismos que dan lugar a los 7 haplotipos mas frecuentes y corresponden a
rs2856758 (-2733), rs2734648 (-2554), rs1799987 (-2459), rs1799988 (-2135),
rs41469351 (-2132), rs1800023 (-2086), rs1800024 (-1835). Adicionalmente se
tuvieron en cuenta las frecuencias alélicas minimas (FAM) >5% en poblacion
Hispana, Caucéasica y/o Afro-Americana, segun lo reportado en la base de datos

de HapMap.

6.5 GENOTIPIFICACION DE POLIMORFISMOS

La genotipificacion se realiz6 mediante RT-PCR utilizando sondas Tag-Man,
tecnologia de Applied Biosystems. Para llevar a cabo esta deteccion se utiliza un
fragmento de ADN (sonda) complementario a la regiéon del ADN que queremos
amplificar. Esta sonda lleva adherida una molécula fluorescente (extremo 5') y otra
molécula que inhibe esta fluorescencia ("quencher") en el extremo 3', de tal forma
que so6lo cuando la sonda es desplazada de su sitio por accion de la ADN
polimerasa la molécula fluorescente se libera de la accion del "quencher" y emite
fluorescencia al ser excitada con un laser. La cuantificacion de la fluorescencia
emitida durante cada ciclo de la PCR sera proporcional a la cantidad de ADN que

se estd amplificando (Applied Biosystems, 2010).
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Figura 15. Ensayo de genotipificacion de SNPs
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Fuente: Tomado de: Protocolo Applied Biosystem. 2010.

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes
asintoméaticos, sintométicos y sus estadios de severidad para identificar la
presencia de asociaciones genotipo-fenotipo enfermedad, mediante la prueba de
x? (chi-cuadrado). Un valor de p < 0.05 fue considerando como estadisticamente
significativo. El efecto genético de cada polimorfismo fue evaluado por modelos de
regresion logistica para estimar las razones de posibilidades (OR) con intervalos
de confianza de 95% por SNP, estos analisis se llevaron a cabo asumiendo
modelos de herencia dominante o recesiva ajustado por edad y género como
covariables, utilizando el software PLINK v1.07 (Purcell S, et al, 2007). Se
analizaron patrones de DL (D’ y r?) alrededor de los SNPs y se determinaron

bloques de haplotipos usando el software Haploview 4.2 (Barrett JC, et al, 2005).
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6.7 CONSIDERACIONES ETICAS

Esta investigacion es clasificada como de riesgo minimo, de acuerdo con el
articulo 11 de la Resoluciéon 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 cardiol6gico 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

7.1. ANALISIS DE LA POBLACION

7.1.1. Variables del estudio

7.1.1.1. Variables demogréaficas

Los participantes en el estudio provenian de municipios de las provincias
guanentina y comunera (zonas de alta endemia) (Gutierrez et al.,, 2004),
manifestaron su conocimiento de los vectores y las condiciones socioeconémicas
de los grupos fueron similares: viviendas ubicadas en zona rural, construidas en
bahareque o tapia pisada. La distribucion por edad y género fue similar entre el
grupo de casos y controles. En la tabla 4 se muestra la informacion de los pacientes

relacionada con edad y género.

Tabla 4. Caracteristicas demograficas de la poblacion en estudio

Género Edad en afios
Masculino Femenino Rango Promedio

Control
83 40% 123 60% (18 - 80) 49

(n:206)

Caso
115 49% 121 51% (25 - 82) 58

(n:236)

7.1.1.2. Variables seroldgicas

Todos los individuos se diagnosticaron seropositivos para antigenos de T. cruzi por
las pruebas de ELISA y HAL.
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7.1.1.3. Variables clinicas

La clasificacion para evaluar la gravedad de la infeccion chagasica se realizo
segun los criterios establecidos por la OMS. Esta clasificacion define tres fases de

la enfermedad, denominadas Fase I, II, lll (Tabla 3).

De acuerdo a la clasificacion de la OMS los pacientes se distribuyeron en fase |

asintomaticos y en las fases Il, Il los sintoméaticos (Tabla 5).

Tabla 5. Poblacion de estudio segun la gravedad de la cardiomiopatia

chagasica

N° de pacientes

Fases Porcentaje
por fase
Fase | 206 47
Fase Il 132 30
Fase Il 104 23
Total 442 100

7.1.1.4 Estructura poblacional

La poblacion de esta region no presenta concentracion de grupos étnicos. El
coeficiente de Wright mostré que la poblacion no esta estructurada. Segun Hartl &
Clark (1997), los valores de FST por debajo de 0,05 son evidencia de poca

estructura poblacional.
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7.1.1.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes asintomaticos y de los
sintométicos se encontraron en Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en todos los

polimorfismos analizados.

7.2 ANALISIS DE ASOCIACION ALELICA Y GENOTIPICA

Se analizaron 7 polimorfismos del gen CCR5 que corresponden a los rs2856758
(-2733), rs2734648 (-2554), rs1799987 (-2459), rs1799988 (-2135), rs41469351 (-
2132), rs1800023 (-2086), rs1800024 (-1835). Se determind la frecuencia alélica y
genotipica en el grupo de asintomaticos y sintomaticos. De igual manera se
calculo la P y el OR con un IC del 95%. Los resultados no mostraron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 6).

Se determind la frecuencia alélica y genotipica en el grupo de sintomaticos con los
diferentes estadios de severidad. Para este analisis se calcul6 la Py el OR con un
IC del 95%. Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas
en la distribucion de frecuencias genotipicas de SNPs para los rs1799987 (-2459)
G/T (p=0.033; OR=1.75 (1.010-3.054)), rs1799988 (-2135) C/T (p=0.014; OR=1.91
(1.09-3.33)) y rs1800023 (-2086) A/G (p=0.008; OR=2.02 (1.16-3.53)) como lo

muestra la tabla 7.
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Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs del gen CCR5 en

pacientes asintomaticos y con cardiomiopatia chagasica

SNPs/Gen CCR5

Asintomaticos

Sintomaéaticos

P OR IC 95%
n: 206 % n: 236 %

rs2856758 AA 154 74.8 184 78.0 0.43 1.20 0.752-1.899
(-2733) AG 48 23.3 52 22.0 0.75 0.93 0.581-1.489

AIG GG 4 1.9 0 0.0 0.03 0.00 0.0-1.326

A 356 86.4 420 89.0 0.24 1.27 0.83-1.938

G 56 13.6 52 11.0 0.24 0.79 0.516-1.201

rs2734648 GG 84 40.8 86 36.4 0.35 0.83 0.557-1.245
(-2554) GT 98 47.6 115 48.7 0.81 1.05 0.708-1.550
GIT TT 24 11.7 35 14.8 0.33 1.32 0.731-2.392

G 266 64.6 287 60.8 0.25 0.85 0.641-1.130

T 146 35.4 185 39.2 0.25 117 0.885-1.559

rs1799987 AA 74 35.9 73 30.9 0.27 0.80 0.527-1.211
(-2459) AG 103 50.0 117 49.6 0.93 0.98 0.665-1.454
AIG GG 29 14.1 46 195 0.13 0.48 0.864-2.534

A 251 60.9 263 55.7 0.12 0.81 0.61-1.066

G 161 39.1 209 44.3 0.02 1.24 0.938-1.636

rs1799988 CcC 76 36.9 77 32.6 0.35 0.83 0.549-1.250
(-2135) CT 101 49.0 112 47.5 0.74 0.94 0.635-1.389
CIT TT 29 14.1 47 19.9 0.11 152 0.889-2.598

C 253 61.5 266 59.4 0.13 0.81 0.614-1.072

T 159 38.6 206 43.6 1.13 1.23 0.933-1.628
rs41469351 CcC 205 99.5 235 99.6 0.92 1.15 0.031-42.170
(-2132) CT 1 0.5 1 0.4 0.92 0.87 0.024-32.090

CIT TT 0 0.0 0 0.0 1.00 _ _

C 411 99.8 471 99.8 0.92 1.15 0.031-41.984
T 1 0.2 1 0.2 0.92 0.87 0.024-31.969

rs1800023 AA 85 41.3 86 36.4 0.30 0.82 0.546-1.220
(-2086) AG 99 48.1 113 47.9 0.97 0.99 0.671-1.469
AIG GG 22 10.7 37 15.7 0.12 1.56 0.854-2.842

A 269 65.3 285 60.4 0.13 0.81 0.610-1.076

G 143 34.7 187 39.6 0.13 1.23 0.929-1.639

rs1800024 CcC 128 62.1 154 65.3 0.50 1.14 0.761-1.720
(-1835) CT 62 30.1 72 30.5 0.93 1.02 0.665-1.563
CIT TT 15 7.3 10 4.2 0.17 0.56 0.229-1.368

C 318 77.6 380 80.5 0.23 1.22 0.872-1.710

T 92 22.4 92 19.5 0.30 0.84 0.601-1.181
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Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs del gen CCR5 en

pacientes con cardiomiopatia chagasica y grados de severidad

Estadio Il Estadio lll
SNPs/Gen CCR5 OR IC 95%
n:132 % n: 104 %
rs2856758 AA 99 75.6 82 78.9 0.49 1.42 0.644-2.403
(-2733) AG 32 24.4 20 19.2 0.36 0.74 0.378-1.460
AIG GG 0 0.0 2 1.9 0.11 _ _
A 230 87.8 184 88.5 0.82 1.07 0.586-1.946
G 32 12.2 24 11.5 0.82 0.94 0.514-1.706
rs2734648 GG 52 39.7 31 29.8 0.13 0.65 0.364-1.169
(-2554) GT 60 45.8 61 58.7 0.04 1.70 0.980-2.961
GIT TT 19 14.5 12 11.5 0.52 0.78 0.334-1.786
G 164 62.6 123 59.1 0.45 0.87 0.585-1.278
T 98 374 85 40.9 0.45 1.16 0.783-1.709
rs1799987 AA 46 35.1 28 26.9 0.19 0.69 0.377-1.254
(-2459) AG 59 45.0 61 58.7 0.03 1.76 1.010-3.054
AIG GG 26 19.9 15 14.4 0.29 0.69 0.323-1.449
A 151 57.6 117 56.3 0.76 0.95 0.643-1.388
G 111 42.4 91 43.8 0.76 1.06 0.720-1.554
rs1799988 cc 50 38.2 29 27.9 0.11 0.63 0.350-1.145
(-2135) CT 55 42.0 60 57.7 0.01 1.91 1.097-3.326
CIT TT 26 19.9 15 14.4 0.29 0.69 0.323-1.449
C 155 59.2 118 56.7 0.60 0.91 0.615-1.331
T 107 40.8 90 43.3 0.60 1.11 0.751-1.625
rs41469351 CcC 130 99.2 103 99.0 0.71 1.59 0.111-44.788
(-2132) CT 1 0.8 1 1.0 0.87 1.27 0.034-47.135
CIT TT 0 0.0 0 0.0 1.00 _ _
C 261 99.6 207 99.5 0.87 0.79 0.022-29.164
T 1 0.4 1 0.5 0.87 1.26 0.034-46.364
rs1800023 AA 54 41.2 31 29.8 0.08 0.61 0.343-1.096
(-2086) AG 57 43.5 63 60.6 0.01 2.02 1.160-3.531
AIG GG 20 15.3 10 9.6 0.21 0.60 0.246-1.421
A 165 63.0 125 60.1 0.52 0.89 0.598-1.310
G 97 37.0 83 39.9 0.52 1.13 0.763-1.671
rs1800024 CcC 89 67.9 63 60.6 0.28 0.74 0.419-1.314
(-1835) CT 34 26.0 36 34.6 0.14 1.53 0.838-2.782
(e72) TT 8 6.1 5 4.8 0.68 0.78 0.215-2.745
C 162 80.9 212 77.9 0.42 0.83 0.517-1.334
T 46 19.1 50 221 0.42 1.20 0.749-1.934
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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 (D’ > 0.92) entre los SNPs del gen CCR5, a excepcion del SNP
rs41469351 que no estuvo en DL con ninguno de los otros 6 SNPs (Figura 16).

Figura 16. Desequilibrio de ligamiento de la region 3p21.31 correspondiente
al gen CCRS.
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Se analizaron patrones de DL (r*>0.8) alrededor de los SNPs y se determinaron
bloques de haplotipos con el método de Gabriel et al., usando el software
Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005). Se generaron 5 haplotipos formados por 6
SNPs (-2733, -2554, .2459, -2135, -2086, -1835). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de los haplotipos comparando los

pacientes con CCC y los pacientes asintomaticos. (Tabla 8).
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El analisis de haplotipos entre el grupo de pacientes sintomaticos, es decir, los que
presentantan cardiomiopatia chagasica cronica con sus diferentes estadios de
severidad, genero 5 haplotipos formado por 5 SNPs (-2554, -2459, -2135, -2086, -
1835). Ninguno de los haplotipos mostré diferencias estadisticamente

significativas. (Tabla 9).

Tabla 8. Analisis de haplotipos en pacientes asintomaticos y con CCC.

SNPs Frecuencia (%)
OR IC 95%

-2733 -2554 -2459 -2135 -2086 -1835 Controles Casos

A T G T G C 33,7 381 0174 121 091-161
24,8 253 0,820 1,04 0,75-1,42
21,6 185 0,239 082 0,58-1,15
13,1 108 0,291 08 0,52-1,23

G
G
G
G 29 4,2 0,293 1,47 0,67-3,35

4 O O O
O o 4 0

A A A
A A A
G A A
A G A

Tabla 9. Analisis de haplotipos en pacientes con CCC y diferentes grados de

severidad

SNPs Frecuencia (%)
OR IC 95%
-2554 -2459 -2135 -2086 -1835 Estadio lll Estadio Il
T G T G C 38,9 35,5 0,44 1,16 0.78-1.72
G A A C 33,8 38,7 0,27 0,81 0.54-1.20
G A C A T 21,4 18,5 0,43 1,20 0.74-1.94
G G T A C 2,4 4,2 0,29 0,56 0.17-1.79
T G T A C 1,5 0,8 0,48 1,90 0.26-16.41
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8. DISCUSION

Los mecanismos fisiopatoldgicos y moleculares involucrados en el desarrollo de la
Enfermedad de Chagas (EC) aun no se conocen completamente, sin embargo,
existe evidencia que la patogénesis de la EC, seria consecuencia de una relacién
duradera y compleja entre el parasito y la respuesta inmune regulada
ineficientemente de los individuos infectados que desarrollan las formas graves de
la EC (Dutra et al., 2009).

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 son
inherentes al genoma del parasito y otros estan relacionados con la constitucion

genética del hospedero.

Estudios experimentales en donde se han evaluado los receptores de quimiocinas,
han reportado que éstos pueden contribuir al dafio del tejido cardiaco observado
en la CCC (Cunha-Neto E, et al, 2009. Medeiros GA, et al, 2009. Marrino AP, et al,
2005. Talvani A, et al, 2004. Coelho PS, et al, 2002. Manque PA, et al, 2011). El
receptor de quimiocinas CCR5 cumple un papel muy importante en la fase inicial
de la infeccién para controlar el parasito y ademas, en la induccion de la actividad

tripanocida, via 6xido nitrico, por los macréfagos (Aliberti et al 1999).

El aumento en la produccion local de citocinas CCL5, CCL3 y CCL4 que ocurre
durante la infecciéon por T. cruzi, puede conducir a la migracion selectiva de
linfocitos Thl hacia los tejidos afectados, expresando CCR5 (Colantonio et al

2004). Por consiguiente, el nivel de expresion en membrana de CCR5 podria

69



determinar no sélo la cantidad y tipo de células en los 6rganos infectados, sino
ademas, el grado de respuesta inflamatoria a la infeccion con T. cruzi. De hecho,
se ha observado que la ocurrencia de miocarditis estd correlacionada con la
severidad clinica, los pacientes asintomaticos tienen poca inflamacion, mientras
los pacientes con CCC avanzada exhiben una respuesta inflamatoria permanente
e intensa (Correa, et al, 1999). De esta manera el aumento en el reclutamiento y
guimiotaxis de linfocitos Th1l debido a un incremento en la expresion de CCR5,
aumenta la respuesta inmune crénica en contra del parasito y el grado de dafio

tisular, lo cual esta relacionado con el desarrollo de las formas severas de la CCC.

Nogueira y colaboradores reportaron células mononucleares expresando CCR5 en
el miocardio de pacientes con CCC, ademas, este estudio mostré que los niveles
de expresibn de CCR5 fueron significativamente mas altos en el tejido de
miocardio con CCC que en pacientes con cardiomiopatias no inflamatorias y
donadores normales. Por otra parte, existe evidencia en modelos murinos, en
donde la infeccion con T. cruzi estuvo acompafada de un incremento en la
expresion de CCR5 y los ratones CCR5” tuvieron niveles mas altos de
parasitemia (Machado et al, 2005). En este sentido, el gen CCR5 es un candidato
atractivo como factor genético del hospedero relacionado con la susceptibilidad y/o
desarrollo de CCC.

Los resultados de este trabajo sugieren que el genotipo heterocigoto de los SNPs
rs1799987 (-2459 G/A), rs1799988 (-2135 C/T) y rs1800023 (-2086 A/G), estan
asociados con un aumento en el riesgo a desarrollar las formas severas de la
CCcC.

En relacion con la variante rs1799987 (-2459 G/A), localizada dentro del promotor
(P1), ha sido asociada con variaciones en la expresion in vitro, aungque con
resultados controversiales de acuerdo al tipo de célula estudiada. Diversos

estudios han reportado que el alelo G del SNP rs1799987 tiene una actividad del

70



promotor in vitro mas baja que el alelo A y que el genotipo AA lleva a mayor
expresion del gen CCR5 en células T CD8". (Abdi et al 2002, Shieh et al, 2000.
McDermott et al, 1998). Estudios realizados en poblacién peruana evidenciaron
una frecuencia significativa del genotipo heterocigoto A/G y la presencia del alelo
G en pacientes asintométicos con respecto a los pacientes con CCC, mostrando
un efecto protector del alelo G con el desarrollo de CCC, sugiriendo que esto seria
resultado de una expresion disminuida de CCR5 (Calzada, et al, 2001, Fernandez-
Mestre, et al, 2004). Nuestra evidencia experimental no mostré diferencias
significativas de asociacion entre este SNP y proteccién. En contraste, el genotipo
heterocigoto A/G se encontr6 en mayor frecuencia en los individuos con CCC
estadio Ill. Sin embargo, vale la pena resaltar las diferencias de las frecuencias del
genotipo heterocigoto A/G en las distintas poblaciones, siendo de 18,8% en el
grupo peruano estudiado, mientras en poblacion venezolana 29,6% en pacientes
con CCC y en pacientes asintomaticos 41,5% y 23,5%, respectivamente. En
nuestro estudio la frecuencia fue de 49,6% en pacientes con CCC, mientras que
en los asintomaticos fue de 50%. Estas discrepancias en los resultados de los
estudios de asociacion podrian estar dadas por diferencias étnicas entre las
poblaciones analizadas, asi como también por el tamafio de muestra empleada en

los estudios previos.

El analisis del polimorfismo rs1799988 (-2135) en nuestra poblacién mostré una
asociacion significativa del genotipo heterocigoto C/T con las formas severas de la
CCC. Un estudio reciente en poblacion brasilera mostr6é que tanto el alelo C como
el genotipo CC del SNP rs1799988, fueron significativamente mas frecuentes en el
grupo con CCC severa. En este estudio también se evalud la expresion del RNAmM
de CCR5, siendo mayor en el miocardio de pacientes con CCC comparada con
pacientes con cardiomiopatia no inflamatoria, lo cual esta en linea con la
identificacion de células mononucleares CCR5+ en el tejido miocardico con CCC
(Nogueira et al, 2012). No existe evidencia experimental en donde se asocie esta

variante con funcionalidad y dado que este SNPs se encuentra en la regiéon 5’UTR
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podria estar influenciando un aumento en los niveles de RNAm, lo que se traduce
en una elevada expresion del receptor CCR5 el cual es importante en la
patogénesis de la EC como se describié anteriormente, en donde, el aumento de
la expresion de este receptor esta relacionado con el dafio del miocardio
caracteristico de los pacientes con CCC. De esta manera, con el fin de dilucidar el
papel que desempefia este SNPs en EC, se hacen necesarios estudios

funcionales de esta variante génica.

En relacién a la asociacion encontrada con el genotipo A/G del SNP rs1800023
(-2086), hasta el momento no se ha reportado ninguna asociacion de este SNP
con EC. Un estudio realizado en poblacion Norteamericana, reportd que el alelo A
de esta variante estuvo asociado con alto riesgo a desarrollar enfermedad por
citomegalovirus humano. Esta variante podria estar en desequilibrio de ligamiento
con otras(s) variantes funcionales no identificadas dentro del gen CCR5. Aunque
los estudios de asociacién de polimorfismos individuales en susceptibilidad a la
infeccion por T. cruzi y al desarrollo de CCC, proporcionan informacion util, no
siempre es posible identificar la causa del efecto observado de un determinado
polimorfismo, ya que diferentes combinaciones de polimorfismos pueden estar en
desequilibrio de ligamiento formando haplotipos. Por consiguiente, es importante
tener en cuenta, la combinacion de esos polimorfismos y haplotipos con otros y su
prevalencia en todo el gen para definir el papel de estos en la patogénesis de la
CCC. Probablemente se requiera el andlisis de un mayor nimero de variantes
funcionales que estén afectando de manera conjunta la expresién de la proteina

para poder tener resultados mas concluyentes.

Es importante tener en cuenta que en estudios de gendmica humana donde el
disefio del estudio corresponde a casos y controles, requiere ciertos parametros
gue se deben tener en cuenta, por lo tanto es necesario determinar que la
poblacién no esté estructurada y que ambos grupos de pacientes pertenecen a

una misma unidad genética poblacional para evitar falsos positivos. Otro factor
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importante es la seleccion adecuada de los controles, en este estudio se
seleccionaron de la misma zona tanto casos como controles para asegurar
condiciones socioeconomicas similares (tipo de vivienda) y con iguales
condiciones ambientales, especialmente aquellas relacionadas con exposicion al
vector y posibilidad de reinfeccion. Variables como edad y género también fueron

tenidas en cuenta para evitar confusion.

Recientemente, en poblacion Colombiana, el Grupo de Investigacion de
Inmunologia y  Epidemiologia  Molecular-GIEM,  encontr6  diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion del haplogrupo humano (HH)-A.
Ademas se evidencio que el alelo G del SNP CCR5-2733 (rs2856758) y el alelo T
del SNP CCR5-2554 (rs2734648), estuvieron asociados con un riesgo reducido a
la susceptibilidad y aumento del riesgo a desarrollar las formas severas de CCC,
respectivamente (Flérez O, et al, 2012). El resultado obtenido en el presente
trabajo no replica la asociacion determinada en el estudio previo, la causa de tales
inconsistencias posiblemente se deba que el efecto de estos polimorfismos

individuales es bajo en el riesgo de enfermedad.

En estudios de gen candidato la asociacién de una variante con el fenotipo puede
verse afectada por el tamafio de la poblacién, por lo tanto un tamafio de poblacién
mayor puede obtener valores de asociacibn con mayor significancia que den
mayor solidez a los resultados. Por lo tanto, se hacen necesarios estudios con
tamario de muestra mayor para confirmar nuestros resultados (Balding DJ, 2006).
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9. CONCLUSION

Se analizaron 7 polimorfismos del gen CCR5 que corresponden a los rs2856758
(-2733), rs2734648 (-2554), rs1799987 (-2459), rs1799988 (-2135), rs41469351
(-2132), rs1800023 (-2086), rs1800024 (-1835), de los cuales se identificaron 3
SNPs correspondientes a los rs1799987 (-2459), rs1799988 (-2135) y rs1800023
(-2086), con diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de
frecuencias genotipicas asociadas con el desarrollo de la CCC y sus estadios de

severidad.

El genotipo G/A del SNPs rs1799987 (-2459) se encontré con mayor frecuencia en
el grupo de individuos que desarrollaron CCC estadio Ill, comparado con el grupo
de individuos pertenecientes al estadio Il, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa, por lo que se sugiere estaria asociado con un aumento en la
severidad de la CCC.

El genotipo C/T del rs1799988 (-2135) mostré diferencia estadisticamente
significativa al comparar el grupo pacientes con CCC y los diferentes grados de
severidad, reportando una mayor frecuencia en este ultimo, lo que sugiere una

asociacion con el desarrollo CCC severa.

El genotipo A/G del SNPs rs1800023 (-2086) se encontré con mayor frecuencia en
el grupo de individuos que desarrollaron CCC estadio Ill, comparado con el grupo
de individuos que desarrollar CCC estadio Il, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa, por lo que se sugiere estaria asociado con el

desarrollo de las formas severas de la CCC.
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En el andlisis de DL se generaron 5 bloques de haplotipos formados por 6 SNPs
(-2733, -2554, .2459, -2135, -2086, -1835), en los cuales no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los haplotipos

comparando los pacientes asintomaticos y los pacientes con CCC.

El analisis de haplotipos entre el grupo de pacientes sintomaticos con sus
diferentes estadios de severidad, generé 5 haplotipos formados por 5 SNPs
(-2554, -2459, -2135, -2086, -1835). Ninguno de los haplotipos mostrd diferencias

estadisticamente significativas.
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10. RECOMENDACIONES

Ampliar el numero de polimorfismos, con el fin de identificar asociaciones débiles y
confirmar las obtenidas, incluyendo variantes funcionales que podrian estar
afectando de manera conjunta la expresion de la proteina y definir haplotipos con

este mayor numero de variantes.

Aumentar el namero poblacional para confirmar las asociaciones obtenidas e

identificar asociaciones débiles.

Realizar estudios de replicacibn en otras poblaciones afectadas por la
enfermedad.

Hacer estudios de funcionalidad de los polimorfismos analizados con el fin

identificar su papel en la patogénesis de la EC.

Hacer el seguimiento a la poblacién estudiada para definir el valor prondstico de

los polimorfismos.
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ANEXO

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, estda adelantando una linea de investigacion relacionada con las
defensas del organismo, la cual busca obtener nueva informacioén 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
infectd 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 determinaran las caracteristicas celulares que puedan estar facilitando la
infeccién 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 cédigo del estudio. Los investigadores
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que participen en este estudio podran ver ese cédigo 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 continuacioén, 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 continuacién 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 formulé. Este estudio no

generara costos a los participantes. En constancia,

Nombre del paciente C.C. Firma Fecha

Direccién 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 propdsito 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 educaciéon se ha

interpuesto en el entendimiento de este documento.

Nombre Firma Fecha
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