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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una infeccidn parasitaria de sangre y tejidos causada
por el protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (WHO, 2007). Lamentablemente
continla siendo una enfermedad desatendida en el mundo, no hay vacunas
disponibles, y la Unica droga antiparasitaria solo es eficiente en la fase aguda. La
enfermedad de Chagas, transcurre primero en una etapa silenciosa, asintomatica, que
se mantiene por 10 a 20 afios y luego pueden presentarse manifestaciones clinicas en
alrededor del 30% de los individuos infectados, comprometiendo fundamentalmente al
corazon (Moncayo, 1999). En Argentina, existen alrededor de 2 millones de personas
infectadas, de las cuales 600.000 presentan distintos grados de manifestacion
cardiaca (Storino y col., 2002). Hasta el presente no se conocen con certeza los
factores que determinan la evolucion de la infeccion chagésica hacia la enfermedad
cardiaca. Se sabe que la inflamacién juega un papel importante en la génesis y
progresion de la enfermedad (Roggero y col., 2006). Ademas se ha encontrado
asociacion entre el desbalance en la inmunoregulacién y el desarrollo de
enfermedades inflamatorias, autoinmunes y cardiovasculares (Tait y col., 2008). Por lo
tanto, en la permanente interaccibn parasito-hospedero, las caracteristicas
inmunogenéticas del hospedero asi como la genética de T. cruzi, podrian estar
influyendo en la patogénesis de la enfermedad (Bonney y Engman, 2015). Por
ejemplo, polimorfismos asociados con moléculas inmunes, podrian contribuir a este
desequilibrio inmunoregulatorio. El polimorfismo de nucleétido Unico en la regién
promotora de la IL-10 (SNP -1082 A/G), asociado con su mayor expresion (Costa y
col., 2009), podria estar interviniendo en su funcién como citoquina reguladora de la
respuesta inflamatoria frente a la progresiéon de la cardiopatia chagasica cronica
(CCC). Asimismo, el polimorfismo de base Unica de la IL-6 (SNP -174 G/C) localizado
en su region promotora, asociado a una menor expresion (Rego-Pérez y col., 2009),
podria modificar su accion como citoquina pro-inflamatoria. Por esta razon, es de
interés evaluar los polimorfismos asociados a estas citoquinas, a fin de
correlacionarlos con la evolucion clinica de la enfermedad de Chagas. Esto permitira
lograr una mayor comprension de los mecanismos que subyacen la enfermedad y
evaluar el posible uso de los mismos como marcadores predictivos.
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OBJETIVOS
Objetivo general:

e Evaluar los polimorfismos de nucle6tido Unico: SNP -1082 A/G y SNP -174 G/C
de la regiones promotoras de las citoquinas IL-10 e IL-6, respectivamente, en
una poblacion de individuos infectados, asintomaticos y con CCC demostrada.

Objetivos especificos:

e Purificar ADN genomico a partir de muestras de sangre de individuos
chagasicos con mas de 20 afios de adquirida la infeccion.

e Evaluar los SNPs de la IL-10 e IL-6 en las muestras purificadas mediante HRM.

e Analizar la asociacion de los polimorfismos con CCC

METODOLOGIA

Se trabajé con muestras de sangre de individuos con Chagas crénico con mas de 20
afios de infeccion. Estos individuos fueron evaluados y clasificados como
asintomaticos o con CCC, segun sus datos epidemiolégicos y clinicos. Se purific6 ADN
gendémico (ADNg) de muestras de sangre conservadas en guanidina/EDTA (6M/0,1M)
con el kit AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit, siguiendo las especificaciones del
comerciante. Se evalu6 la calidad de purificaciébn y la concentracion de ADN por
lecturas de DO a 260 y 280 nm, utilizando un espectrofotbmetro Thermo Scientific
NanoDrop™. Cada grupo de purificaciéon se realizd con su respectivo control negativo
y las muestras de ADN se conservaron a -70°C hasta su utilizacion.

Se disefiaron primers para amplificar las regiones promotoras de los genes que
contienen los polimorfismos de la IL-10 (SNP-1082 A/G) y de la IL-6 (SNP -174 G/C).
Se utilizaron los programas on line Primer-BLAST y Primer3web version 4.0.0.

Dichos amplificados se obtuvieron por PCR en tiempo real (RT-PCR), en el
termociclador StepOne™ Real-Time PCR Systems, Applied Biosystems, utilizando
como mezcla de reacciéon HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix, segun indicaciones
del comerciante y previa optimizacién de la técnica. Para obtener la concentracion
adecuada de ADN, se hicieron diluciones a partir del ADN purificado. El programa
utilizado en la RT- PCR y la mezcla de reaccién se describen en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Programa de RT-PCR para Tabla 2. Composicion de la mezcla de
la amplificacion de region promotora reaccion de RT-PCR para la amplificacion de
de IL-10 e IL-6. la regién promotora de IL-10 e IL-6.
Ciclos| Temperatura (°C) | Tiempo Reactivos (conc.) Volumen (ul)
1 95 15 min Eva Green (2 X) 2
40 95 15 seg Primer F (1,2 uM) 0,3

* 15 seg Primer R (1,2 uM) 0,3

72 15 seg Agua miliQ estéril 5,4

Muestra (7,5 ng/ul) 2

*58°C para IL-6 y 59°C para IL-10

Se evaluaron los polimorfismos correspondientes a partir del ADN amplificado,
mediante la técnica de disociacion de alta resolucion, HRM (del inglés “High
Resolution Melting”). La misma permite diferenciar las muestras homocigotas para el



gen nativo (sin mutaciones; HN), homocigotas para el gen mutado (con mutaciones en
ambos alelos; HM) y heterocigotas (con un solo alelo mutado; H), de acuerdo a
diferencias en las temperaturas de disociacion de la doble cadena de ADN y a las
curvas de emision de fluorescencia vs temperatura. Cada muestra fue procesada por
duplicado y se utiliz6 para cada polimorfismo muestras de referencia: HM, ADN
obtenido por sintesis y clonado de la secuencia génica con la mutacién, HN, obtenido
a partir de muestras de ADNg de individuos sin mutacion en el gen y H, obtenido por
mezcla de los dos anteriores. Las condiciones del programa utilizado se muestran en
la Tabla 3. La HRM fue analizada mediante Applied Biosystems® HRM Software.

Tabla 3. Programa de HRM para la
evaluacion de SNPs de la IL-10 e IL-6

Temperatura (°C) | Tiempo
95 10 seg
60 1min*
95 15 seg
60 15 seg

*El aumento de temperatura de 60°C a
95°C, se realiza en intervalos de 0,3°C.

Para el andlisis de los datos se utilizo el software STATA version 9. Se aplicaron las
pruebas Chi-cuadrado de Pearson, Test de Fisher, Odds ratio, segun correspondiera.
Para todas las pruebas se fij6 un nivel de significacion menor a 0,05.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

De las lecturas de ADNg en Nanodrop, se obtuvo un indice de pureza entre 1,8 y 2,
adecuado para este andlisis.

De las 65 muestras evaluadas hasta el presente para el SNP IL-10, la proporcién del
genotipo AA fue de 45,5% en los asintomaticos y de 68,8% en los cardiopatas,
mientras que para el genotipo heterocigota AG fue de 54,6% y 31,3%,
respectivamente (p=0.056); siendo semejante para el genotipo GG (3% y 2,9%
respectivamente).

Para el SNP IL-6, de las 35 muestras evaluadas hasta el momento, se obtuvo 52,9% y
72,2% de genotipo GG y 41,2% y 22,2% de heterocigotas GC en los asintomaticos y
cardiépatas respectivamente (p=0.282). La distribucién del genotipo CC fue similar en
ambas poblaciones.

Las gréficas obtenidas por el software Applied Biosystems® HRM se muestran en las
Figuras 1y 2. En la Figura 1 se muestra la grafica Derivative Melt Curves (derivada
de la fluorescencia en funcién de la temperatura) y las correspondientes temperaturas
de melting (Tm) para cada muestra. En la Figura 2 se muestran la gréficas, Aligned
Melt Curves (curva de temperaturas de fusion alineadas: muestra la disminucion de la
fluorescencia cuando el ADN de doble cadena se desdobla a simple cadena) y
Difference Plot (muestra las diferentes formas que adquieren las curvas de fusién
cuando se restan a una curva utilizada como referencia). Las muestras HM aparecen
en Rojo (variante 1), HN en azul (variante 2), con igual forma de las curvas pero
distinta Tm, y las muestras H, se diferencian por la forma de la curva azul ondeada.
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Figura 1. Resultados de HRM. Derivate Melt Curves. Tm de las muestras.

Difference Plot Aligned Melt Curves

Figura 2. Gréficas Difference Plot y Aligned Melt Curves. HM: rojo; HN: azul, H: azul ondeada.

De los resultados obtenidos en la evaluacion de ambos polimorfismos, se podria
asociar la mayor frecuencia del alelo G del SNP IL-10, con un efecto protector dentro
de los individuos que no desarrollaron CCC a lo largo de 20 afios de infeccion. Efecto
similar podria estar ejerciendo el alelo C del SNP IL-6, presente en mayor frecuencia
dentro de esta misma poblacién, si bien la diferencia de proporciones con los
cardiépatas no alcanzé significacion estadistica. La evaluacién de un nimero mayor
de individuos y el andlisis del efecto combinado de estos dos polimorfismos, permitira
analizar mejor esta tendencia.
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