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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas continta siendo una enfermedad desatendida en el mundo,
no hay vacunas disponibles, y la Unica droga antiparasitaria sélo es eficiente en la fase
aguda de la enfermedad. En Argentina, existen alrededor de 2 millones de personas
infectadas, de las cuales 600.000 presentan distintos grados de manifestacion
cardiaca (Storino R et al.,, 2002). No se conoce por completo por qué la infeccion
presenta una evolucién clinica tan variable, desde ausencia completa de sintomas,
hasta lesiones cardiovasculares y gastrointestinales de diferente severidad. La cepa
parasitaria y las caracteristicas inmunogenéticas del hospedero, entre otros, podrian
estar influyendo en la patogénesis de la enfermedad de Chagas (revisado por Bonney
KM y Engman DM, 2015). Conocido el papel de la inflamacion en la génesis y
progresion de esta enfermedad, ha cobrado interés el estudio de la participacion del
sistema inmunoenddcrino en la inmunidad anti infecciosa, como se ha demostrado en
estudios experimentales de infeccibn por T. cruzi (Roggero E et al.,, 2006). La
disrupcién de estas interacciones inmunoenddcrinas se ha encontrado asociada a
sindromes que incluyen enfermedades inflamatorias, autoinmunes y cardiovasculares.
Las mismas podrian estar relacionadas con polimorfismos en los genes de moléculas
claves en esta interaccion, como por ejemplo el receptor de glucocorticoides (NR3C1),
modificando la sensibilidad a la accion del cortisol endégeno. Entre los funcionalmente
mas relevantes se encuentran los polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNP) N363S,
Bcll y GR-9B (Manenschijn L et al., 2009) asociados principalmente a enfermedades
inflamatorias crénicas y algunos en particular a enfermedades coronarias (Koper J K et
al., 2014).

Por esta razén, nuestro objetivo es evaluar los polimorfismos N363S, Bcll y GR-9B en
una poblacion de infectados chagasicos crénicos con y sin cardiopatia a fin de
determinar si existe asociacion entre ellos. Hasta el presente, hemos evaluado el GR-
9B mediante la técnica de Disociacién de alta resoluciéon (HRM, del inglés “High
Resolution Melting”). La eventual asociacion de estos polimorfismos con el desarrollo
de cardiopatia chagasica crénica (CCC) permitira lograr una mayor comprension de
los mecanismos que subyacen la enfermedad y evaluar el posible uso de los mismos
como marcadores predictivos en individuos asintoméaticos.

OBJETIVOS
Objetivo general

e Evaluar SNPs en el gen del receptor de glucocorticoides (GR) en individuos
infectados con distintos linajes de T. cruzi a fin de correlacionarlos con la
evolucidn clinica de la enfermedad de Chagas.
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Objetivos especificos

e Purificar ADNg a partir de muestras de sangre de individuos infectados con
diferentes linajes de T. cruzi.

e Poner a punto la técnica de HRM para la evaluacion del SNP GR-9f3 del GR.

e Evaluar el SNP GR-9pB en las muestras purificadas.

METODOLOGIA

Se purific6 ADN genomico (ADNg) de muestras de sangre conservadas en
guanidina/EDTA (6M/0,1M) con el kit AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit. Se
evalu6 la calidad de purificacion y la concentracion de ADN, utlizando un
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop™.

Se disefiaron primers para amplificar las regiones de los genes que contienen los
polimorfismos Bcll, GR9B y N363S del receptor de glucocorticoides. Se utilizaron los
programas on line Primer-BLAST y Primer3web version 4.0.0.

A los efectos de la evaluacién de estos polimorfismos del NR3C1, se disefié una
secuencia de ADN que incluyo los genes a estudiar con sus mutaciones respectivas,
para su posterior utilizacion como material de referencia de genes mutados. Esta
secuencia se envio para su sintesis (gBlock - IDT &amp; Biodynamics-Argentina Portal
Group) y, posteriormente, se amplific6 por PCR para obtener mayor cantidad de ADN
molde. El fragmento amplificado se clondé en la cepa DH5a de Escherichia coli,
utilizando el vector pPGEM®-T Easy Vector (Promega). La verificacion del clonado se
realizé por PCR y corrida electroforética en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed.
La purificacién de ADN plasmidico (ADNp) se realiz6 con el kit comercial “Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System” (Promega), determinandose concentracion y
pureza en Nanodrop.

En esta primera etapa, se estudi6 el SNP GR-98 por HRM. Esta es una técnica
basada en el estudio y comparacion de curvas de fusién de las cadenas de ADN
obtenidas de una amplificacién previa del gen de interés por PCR en tiempo real
(PCR-TR), utilizando colorantes fluorescentes. Para la puesta a punto y optimizacién
de la HRM se evaluaron distintas concentraciones de ADN molde y primers. Para ello
se trabaj6 con muestras de referencia: Homocigotas para gen salvaje (sin
mutaciones), obtenidas a partir de muestras de ADNg de individuos confirmados como
homaocigotas para el gen salvaje; homocigotas para gen mutado, obtenidas del ADNp
que contiene los genes mutados; y heterocigotas, preparadas artificialmente por
mezcla de las dos anteriores. Se evaluaron las siguientes concentraciones de primers:
(0,4-0,8-1,2) uM. Se probaron las siguientes concentraciones de ADNg: (7,5-15-20-25-
30-35) ng/ul. Para la puesta a punto de la concentraciéon del control mutado, se
realizaron diluciones seriadas 1/5 desde 130 ng/ul hasta 9¥10™ ng/ul. La PCR-TR se
realiz6 en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR Systems, utilizando como
mezcla de reaccion HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix. La HRM se analiz6 con
Applied Biosystems® HRM Software. Los programas utilizados se describen en la
Tabla1yenla Tabla 2.

Tabla 1. Programa de PCR-TR para la Tabla 2. Programa de HRM para GR-98.
amplificacion del exdn 93 del gen del GR.

Temperatura Tiempo
Ciclos | Temperatura (°C) Tiempo (°C)
1 95 15 min 95 10 seg.
40 95 15 seg. 60 1min*
60 15 seg. 95 15 seg.
72 15 seg. 60 15 Seg.

*El aumento de temperaturas se hace en
intervalos de 0,3°C
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Una vez optimizada la técnica, se caracterizaron las muestras de ADNg de individuos
infectados cronicos. Hasta el presente, fueron evaluadas 69 muestras.

RESULTADOS/CONCLUSIONES
Resultados

Purificacién de ADN: De las lecturas de ADNg y ADNp en Nanodrop, se obtuvo en
todos los casos un indice de pureza entre 1,8 y 2, adecuado para este analisis.
Clonado del gen polimorfico: De las 8 colonias evaluadas para verificar el clonado del
fragmento con genes mutados, 4 amplificaron el tamafio esperado.

Optimizacion _de HRM: De los pardmetros evaluados, la concentracién éptima de
primers fue 1,2 uM, la de ADNg fue de 7,5 ng/ul y la de ADNp de 9*10° fg/pl.

En la Tabla 3 se muestra la composicion de la mezcla de reaccién para la PCR-TR.

Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion para la amplificacion del exén 9B

del gen del GR.
Reactivos Volumen (ul)
Eva Green 2
Primer F 0,3
Primer R 0,3
Agua miliQ estéril | 5,4
Muestra 2

En la Figura 1, se observa el CT (n° ciclo a partir del cual comienzan a emitir
fluorescencia los productos) 6ptimo obtenido en la amplificacibn mediante PCR-TR,
que, bajo estas condiciones varid entre 21,6- 24 (recomendados por la guia HRM
Applied Biosystems).
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Figura 1. PCR-TR de la puesta a punto para la evaluacion del polimorfismo GR-9B del GR.

En la HRM realizada sobre los productos amplificados, las temperaturas de fusion o
melting (Tm) fueron de 76,9°C en las muestras homocigotas para el gen mutado, de
76,2°C en las homocigotas para el gen salvaje y de 76,3°C en las heterocigotas. En la
Figura 2 se muestran las gréficas de la curva de melting obtenida por el software
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Applied Biosystems® HRM. Se diferenciaron 2 variantes: 1, correspondiente a
muestras homocigotas para gen mutado (en rojo en la grafica Difference Plot); 2,
correspondiente a homaocigota para gen salvaje (azul en la grafica). Las heterocigotas
se diferencian por la forma de la curva (azul ondeada en la gréfica Difference Plot).

Figura 2. Resultados de HRM de las tres variantes (homocigota mutada- homocigota salvaje-
heterocigota) del analisis del polimorfismo GR9 del GR.

Evaluacién de muestras: Se identificaron 62 portadoras homocigotas para el gen
salvaje, 6 heterocigotas y 1 homocigota para el gen mutado.

Conclusiones

e Se sintetiz6 y cloné eficazmente el gen completo con los 5 genes para usar
como controles mutados de los polimorfismos a evaluar.

e Seoptimizé la técnica de HRM para la identificacion del polimorfismo SNP
del exén 9B del gen del GR, logrando la diferenciacién de las tres variantes:
Homocigota mutado, homocigota salvaje y heterocigota.

e De las 69 muestras de infectados crénicos con T. cruzi evaluadas, se obtuvo
un 89,9% de portadores homocigotas para el gen salvaje, 8,7% de
heterocigotas y 1,4% de portadores homocigotas para el gen mutado.

e Con un mayor numero de muestras se evaluara la asociacién con CCC.
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