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RESUMEN

La enfermedad de Chagas contribuye significativamente a la morbi-mortalidad
cardiovascular en diversos paises de Latinoamérica. Las manifestaciones clinicas en ésta
enfermedad incluyen una fase aguda y una crénica. La primera se caracteriza por niveles muy
altos de parasitemia, gran cantidad de parasitismo tisular y clinicamente por fiebres, malestar
general, adenomegalia, hepatomegalia y esplenomegalia. La fase crénica sigue a la infeccidn
inicial con lesiones irreversibles después de 10 a 20 afios. Las formas clinicas mas comunes de
esta fase incluyen una forma cardiaca, una digestiva, mixta e indeterminada (latente). Se
calcula que la forma cardiaca se presenta en un 27% de personas con infeccion crénica. Las
formas latentes o intermedias se presentan en la mayoria de los pacientes (61%
aproximadamente) y se caracterizan por no presentarse sintomatologia, ECG sin cambios ni
anormalidades digestivas; pero la serologia es positiva. En la fase crénica la patogénesis es
dificil de explicar, pues el daiio celular se asocia a infiltrado linfocitario sin presencia del
pardsito, por lo cual se generan varias hipétesis que tratan de explicar este fenomeno. Algunas
de ellas son: a) dafio directo por el parésito al replicarse dentro de las células parasitadas; b)
destruccion de fibras nerviosas en los Organos afectados, ¢) dafio mediado por
hipersensibilidad tipo IV y d) destruccion de células cardiacas y del sistema de conduccion por
autoinmunidad. Asi pues, la inmunidad y la patologia suelen estar controladas por las
citocinas, las cuales pueden ayudarnos a disecar y analizar ia respuesta inmune. En el presente
trabajo se utilizé la citometria de flujo para estudiar los niveles intracelulares de IL-2, IL-4 ¢
interferén gama (IFN-y), asi como de los receptores CD25 (receptor de IL-2) y CDI132
(receptor de JL-4) y el marcador de activacion temprana CD69 en células T CD4+ y CD8+, de

sujetos sanos y pacientes chagésicos crénicos e indeterminados. El an4lisis estadistico mostrd

Xiii



que existen un gran namero de células T activadas (CD69+) en individuos infectados
{asintomaticos o con CCC) en comparacton con los controles, tanto en células CD4+ como en
CD&+. Por otro lado, se observd una disminucion de la expresién de IL2, IFN-y € IL-4 en los
individuos astntomaticos y cronicos comparados con los controles sanos, lo cual puede
deberse a la gran cantidad de células reguladoras CD4'CD25" que se observaron en éstos
individuos. Asi mismo, se observd que no existen diferencias entre el nimero de células que
expresan éstas citocinas en individuos asintomaticos y con CCC, por lo cual no podemos
observar una polarizacion de la respuesta inmune en los individuos estudiados. Por otro lado,
diversos estudios sugjeren la participacién de las moléculas del sistema principal de
histocompatibilidad (SPH) en la regulacién de la respuesta inmune ante la infeccion por
Trypanosoma cruzi y la asociacién de sus antigenos con el dafio cardiaco. Aquf se analizaron
los alelos clase I (HLA-A y HLA-B) y clase Il (HLA-DR) del SPH por el método de reaccién
en cadena de la polimerasa y oligonucledtidos de secuencia especifica (PCR-SSQ), en 66
individuos seropositivos a T. cruzi, con y sin cardiomiopatia y 127 individuos sanos. El grupo
total de individuos seropositivos a 7. cruzi revelé un incremento de las frecuencias de HLA-
B39 (pC= 4.3 X 10®°, RM= 3.35) y del HLA-DR4 (pC= 1.8 X 10, RM= 2.91) cuando se
compararon contra los controles sanos. Asi mismo, se observaron frecuencias génicas
incrementadas en el HLA-A68 y HLA-B39 en los individuos asintomdticos comparados con
los cronicos (pC= 0.014, RM=4.99 y pC= 0.001, RM= 4.46 respectivamente). E| HLA-B35 se
incrementé en los pacientes cronicos comparados con los controles (pC= 0.048, RM= 2.56).
Para clase II, se encontraron incrementadas las frecuencias génicas del HLA-DR16 para los
crénicos comparados contra los asintomaticos (pC= 0.05, RM= No determinada) y contra los

controles (pC= 0.02, OR= 5.0). Lo anterior sugiere que ¢l HLA-DR4 y HLA-B39 estdn
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asociados directamente con la infeccién por 7. cruzi, mientras que el HLA-B3S y el HLA-
DR16 podrian conferir susceptibilidad al desarroilo de la fase crénica de la enfermedad. El
HLA-A68 puede ser un alelo de proteccion en el desarrotlo de Ja cardiomiopatia. Finalmente,
algunos estudios en pacientes chagasicos han reportado un incremento considerable de los
niveles séricos de TNF-o e incluso una sobre expresién de ésta citosina en linfocitos de dichos
pacientes. En este sentido, estudiamos las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
del promotor de TNF-o. (postciones -238 y -308) en el grupo total de pacientes infectados con
7. cruzi y controles sanos. El grupo de pacientes infectados mostrd incremento de la
frecuencia del alelo -308 T2 (A) al compararlo con el grupo control (pC= 0.008, RM=3.03, IC
95%=1.29-7.12). Al analizar las frecuencias génicas y alélicas en los grupos por separado, el
analisis estadistico mostrd incremento de la frecuencia alélica -308 T2 (A) y genotipica -308
T1T2 (AG) en el grupo de pacientes con CCC cuando se compararon con los asintomaticos
(pC= 0.0002, RM= No definida y pC= 0.003, RM= No definida, respectivamente); y también
al compararlos contra los controles (pC= 4x107, RM= 7.02, IC95%= 2.87-17.22 y pC=
0.0006, RM= 5.29, 1C95%= 1.8-15.46). Todos los pacientes positivos para el alelo T2 (A),
presentaron cardiopatia chagasica crénica. Asi mismo, los pacientes con CCC mostraron
incremento de la frecuencia genotipica -308 T2T2 (AA) al ser comparada con el grupo control
(pC=0.012, RM= No definida) En conclusién, la enfermedad de Chagas esta asociada con el
polimorfismo de TNF-a en la poblacidn Mexicana, y el alelo TNF-308 T2 puede ser un
marcador involucrado en el desarrollo de la fase crénica de la enfermedad y podria usarse

como un marcador prondstico en la progresién del dafio cardiaco en pacientes con enfermedad

de Chagas.
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ABSTRACT

Chagas’ disease contributes significantly to cardiovascular morbidity and mortality in
several Latin-American countries. Chronic human Chagas' disease ranges from an
asymptomatic to a severe cardiac clinical form. The involvement of the host's immune
response in the development and maintenance of chagasic pathology has been demonstrated
by several groups. Chronic cardiac Chagas' disease represents the result of a close interaction
between the host and the parasite, causing different clinical pictures. We studied the
production of cytokines (IL-2, IFN-y and IL4) and their receptors (CD25 and CD132) in
CD4+ and CD8+ T cells of asymptomatic and chrontc chagasic patients. We studied an
activation antibody (CD69) too. Our findings shown an increased of CD69+ cells in infected
patients (asymptomatics or with cardiomyopathy) when compared to healthy individuals. We
detected CD4'CD25" T cells increased in infected individuals and expression diminished of
IL-2, IFN-y and IL-4 cytokines in the same individuals when compared with healthy controls.
By other hand, previous studies have shown the effect of the HLA molecules in the immune
response regulation of Trypanosoma cruzi infection, and the association of HLA antigens with
heart damage. We study the MHC class ] (HLA-A and HLA-B), and class Il {(HLA-DR) genes
in a sample of sixty-six serologically positive individuals with and without cardiomyopathy,
and in one hundred twenty-seven healthy controls. The total group of seropositive individuals
showed increased frequencies of HLA-B39 (pC= 4.32 x 10”, OR=3.35) and DR4 (pC= 1.8 x
10°, OR=2.91) when compared to healthy controls. Increased frequencies of HLA-A68 and
HLA-B39 were found in asymptomatic individuals when compared to patients with
cardiomyopathy (pC= 0.014, OR= 4,99 and pC= 0.001, OR= 4.46, respectively). Also,

patients with cardiemyopathy showed increased fre-quency of HLA-B35 when compared to
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healthy controls (pC= 0.048, OR= 2.56). The HLA-DR16 frequency was increased in patients
with cardiomyopathy compared 1o asymptomatic individuals (pC= 0.05; OR= No determined)
and healthy controls (pC= 0.02; OR= 5.0). The results suggest that MHC alleles might be
associated with the development of chronic infection and with heart damage in Chagas’
disease. HLA-DR4 and HLA-B39 could be associated directly with the infection by 7' cruzi,
whereas, HLA-DR16 could be marker of susceptibility to heart damage and HLA-A68 might
confer protection to develop cardiomyopathy.

By other hand, the reason why one thirty of individuals infected with Trypanosoma
cruzi goes on to develop Chronic Chagas’ disease is not clearly understood. Experimental
studies have suggested that high TNF alpha levels in plasma or produced in the target organ of
the disease is responsible, at least in part, for the severe pathology associated whit the later
stages of infection. The aim of this study was to investigate whether the promoter
polymorphisms at the TNF alpha are associated with Chagas’ disease. We determinate the
TNF (positions -308, and -238) genotypes in a sample of 54 serologically positive chagasic
individuals and in 162 healthy controls from a Mexican population where Trypanosoma cruzi
infection is endemic. The patients were divided according clinical characteristics as
asymptomatics (n= 27), and chronic chagasic cardiopathy patients (n= 27), in order to search
for genetic differences associated with this pathological condition. The whole group of
patients showed an increased frequencies of -308 T2 (A) allele when compared to healthy
controls (pC= 0.008, OR= 3.03, 95%CI= 1.29-7.12). Statistical analysis showed an increased
frequencies of T2 (A) allele and T1T2 (AG) genotype only in the group of patients with CCC
when compared to asymptomatic individuals (pC= 0.0002, OR= Undefined, and pC = 0.003,
OR = Undefined, respectively) and healthy controls (pC= 4 X 107, OR= 7.02, and pC = 0

0006, OR = 5.29, respectly). Also a decreased frequencies of T1 (G) allele were found in CCC

xvii



patients when compared to asymptomatic individuals (pC= 0.0002, OR = Undefined). The
TITI (GG) genotype frequencies was found decreased in CCC patients compared to
asymptomatic patients (pC = 0.0006, OR = Undefined). The present study demonstrates that
Chagas’ disease is associated with TNF alpha polymorphisms in the Mexican population, and

the TNF -308 could be directly involved in the genetic susceptibility to the disease.
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I. INTRODUCCION:

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad resultado de la

infeccién por un protozoario flagelado: el Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad fue descrita en

1909, cuando en Minas Gerais, Brasil, Carlos Chagas descubrié en la sangre de una nifia de la

localidad un parasito flagelado y observéd que la enfermedad progresa en tres fases consecutivas:

una fase aguda, una indeterminada o asintomatica y una crénica (Chagas C, 1909).

I.1. Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi:

La forma infectante de 7. cruzi es el tipomastigote metaciclico, el cual es excretado del

intestino posterior del vector (Chinche besucona) al momento en que este se alimenta del

hospedero y los paradsitos salen junto con las heces fecales u orina de la chinche. Penetran al

torrente sanguineo del huésped por escarificaciones de la piel o infeccidn de las mucosas o

conjuntivas (Romafia C, 1935). Posteriormente, ocurre una penetracién de células locales en
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Fig. 1.- Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

donde pasan a un estadio
intracelular obligado llamado
amastigote. En esta fase, los
parasitos se multiplican por
fision binaria y después de
cinco dias aproximadamente,
rompen las células tisulares

dando origen a una nueva fase

del ciclo, el tnipomastigote flagelado o sanguineo. Esta forma del parasito es muy activa y visible



en el torrente sanguineo; ademds parasita diversos drganos entre los cuales destacan el corazén,

es6fago, intestino grueso, musculo esquelético y sistema nervioso periférico (Fig.1) (Horare CA,

1966).

1.2 Ciclo de transmision de T. cruzi:

Los parasitos se transmiten al humano por diferentes insectos triatominos hematéfagos con
mas de 100 especies en el Continente Americano; 36 de los cuales se relacionan directamente con
el humano (Hovba V, 1980).

Existen varios ciclos vector-hospedero en la transmisién del parésito: doméstico,
peridoméstico y selvatico o silvestre (Fig. 2). El ciclo silvestre o selvatico, ocurre exclusivamente
entre mamiferos silvestres y ¢l vector transmisor (triatominos de la familia Triafomineae). El
ciclo peridoméstico ocurre entre mamiferos domésticos o silvestres que habitan cerca de los

habitat humanos, y se relacionan o entran en contacto con el vector hospedero, de tal suerte que

estas chinches transmiten la
infeccién adquirida de
mamiferos silvestres a
animales domésticos como
perros, gatos, etc. o, viceversa,

adquirirla de animales

domésticos y retroalimentar al ciclo silvestre. El ciclo doméstico involucra al hombre y animales
domésticos con el transmisor; pero este ciclo también interactia con los otros dos ya
mencionados. La infeccidn también se transmite por infeccién congénita o transfusién sanguinea

y un incremento importante se da por la migracidn masiva del 4rea rural a la urbana en zonas



endémicas de esta enfermedad (Elkeles G, 1951). En este sentido. Goldsmith y colaboradores, en
1973, informaron de algunos hallazgos encontrados en el estado de Oaxaca en estudios
serolégicos realizados en donadores de sangre, en los cuales reportaron seropositividad hacia
antigeno de 7% cruzi (Goldsmith RS et al. 1973). Montedn y colaboradores, en 1985, realizaron un
trabajo en bancos de sangre de varios hospitales de la Ciudad de México y zona conurbana,
analizando la serologia de los donadores. En ¢ste trabajo sc reportd ¢l 1% de seropositividad en
los donantes de sangre debido a que existe una marcada afluencia de donadores rurales hacia

estos hospitales (Monteon VM et al. 1987).

1.3 Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Chagas:

La enfermedad es originalmente una zoonosis asociada a mamiferos selvaticos. Para darse
en el humano, éste debe habitar, en primera instancia, en condiciones apropiadas para el
desarrollo del vector: en zonas endémicas, cerca de regiones calidas v en pueblos marginados y

de escasos recursos con presencia del vector.

Una vez que se da la
parasitosis en €] humano, esta
cursa por una fase aguda, una

indeterminada y una cronica.

La primera se caracteriza por

niveles muy altos de

parasitemia, gran cantidad de

parasitismo tisular ¥  Fig. 3 Tripomastigote sanguineo (ts). Frotis en fresco (Giemsa 1000X).

clinicamente por fiebres, malestar general, adenomegalia, hepatomegalia y esplenomegalia,



ademas, otras manifestaciones de esta fase incluyen el edema facial, miocarditis vy
meningoencefalitis, que es fatal especialmente en nifios. La parasitemia se demuestra por
observacion directa de parasitos en laminillas de sangre en fresco o por xenodiagnéstico (Fig. 3).
La fase aguda se mantiene por 4 a 8§ semanas y aproximadamente ¢l 10% de los casos son
detectables por su sintomatologia los cuales son, generalmente, nifios (Pereira JB et al. 1985).

Las formas latentes o intermedias representan el 61% de los casos infectados, quienes no
presentan sintomatologia, electrocardiograma (ECG) normal, sin afecciones digestivas; pero con
serologia positiva. La mayoria de individuos infectados quiza permanezcan en esta fase por el
resto de su vida. La fase crénica sigue a la infeccion inicial con lesiones irreversibles después de
10 a 20 afios. Las formas clinicas mas comunes de esta fase incluyen una forma cardiaca, una
digestiva y una mixta. Es comun encontrar formas cardiacas que se encuentran en grupos de edad
adulta {entre 20 y 40 afios de edad), que se caracterizan por presentar ECG con bloqueo completo
de la rama derecha, hemibloqueo anterior izquierdo y bloqueo atrio ventricular asociado con
crecimiento de ondas T y extrasistoles ventriculares; fallas cardiacas y muerte sibita. Se calcula
que esta forma se presenta en un 27% de individuos infectados. Las formas digestivas se
caracterizan por su movilidad dafiina, megaesoéfago y megacolon y aparecen en el 3%
aproximadamente de las personas infectadas. Las formas mixtas incluyen una mezcla de formas
cardiacas y digestivas (8%), y también pueden presentarse formas nerviosas (1%) con lesiones

neuromotoras a nivel del sistema nervioso periférico (Pereira JB et al. 1985).

1.4 Distribucién geografica de la enfermedad de Chagas:

Por otro lado, la enfermedad de Chagas se limita al Continente Americano y

particularmente a los paises tropicales y subtropicales de Latinoamérica (Fig. 4). En casi todos



los pafses de América se estudian casos de la enfermedad de Chagas y constituye ésta un grave

problema de salud pubhea. Datos de la Organizacidon Mundial de la Salud indican que

aproximadamente 90 millones de personas en los paises de Latinoamérica estan expuestos a ésta
imfeccion (PHO, 1984;

WHO, 1991} y del 30 al
40% de ellos desarrollan

la fase cronica con

manifestaciones clinicas

(TDR,  1982). La

distribucién, frecuencia

y patologia de la

enfermedad  varia  de

pais en pais y aln
dentro de cada uno. La

gente joven es la més
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Fig.4 Distribucién de la enfermedad de Chagas (lineas
la forma cronica de ésta.

diagonales) en el Continente Americano (7).

También influyen las variaciones geograficas en la frecuencia y en las manifestaciones clinicas.

Se estima que en Bolivia la incidencia de la infeccién se da en 20 mil casos por asie debido

a transfusiones sanguineas (Schumins GA, 1985). En las dreas endémicas de Brasil muere el 10%

de pacientes de entre 25 y 65 afios de edad por enfermedad crénica de Chagas (Gomez PM,

1984).



L5 Enfermedad de Chagas en México:

En México. ¢l estudio de esta enfermedad se remonta a los trabajos efectuados por
Mazzotti en 1936 (Mazzott, 19306); sin embargo. 10s dos primeros casos humanos comprobados
parasitologicamente se reportaron en 1940, en el municipio de Teojomulco, Oaxaca (Mazzott,
1940). En 1964, Biagi y colaboradores hicicron un estudio en diversos municipios de los estados
de Yucatan. México, Sonora, Guerrero, Oaxaca y Nayarit, y reportaron cuatro casos mas, ademads
de otros cuatro mencionados por comunicacion personal a Tay de Pérez Reyes en el mismo afio

(Biagi F et al. 1904, Tay I et al. 1980). De 1936 a 1979, se registraron un total de 148 casos de

tripanosomosis
americana en diversas
localidades de la
Repiblica Mexicana y
de 1977 a 1988 se
establecid el
diagnostico de

tripanosomiasis

americana  en 39

sujetos estudiados en el Instituto Nacional de Cardiclogia, “Ignacio Chavez” (Gloss G et al.
1990). Los datos mas recientes de casos estudiados en nuestro pais son los observados en el
estudio reportado por Sosa-Jurado y colaboradores, quienes estudiaron a 617 sujetos voluntarios,
provenientes de los estados de Puebla y Chiapas (considerados como regiones de baja y alta

endemia, respectivamente) y en donde encontraron una seroprevalencia de anticuerpos anfi-T.



cruzi de 4% y 22% respectivamente y un 20% de anormalidades electrocardiograficas ¢n los

pacientes seropositivos de ambas regiones (Sosa-Jurade F et al. 2003) (Fig. 5).

I.5.1 Reservorios de T. cruzi en México:

Por otro lado, se reporta que los principales reservorios naturales del parasito en la
Republica Mexicana son Didelphys marsupialis, tlacuache; Dasypus novemcinctus maximus,
amadillo; Cannis familiaris, perro (Tay J et al. 1980) y Rattus norvegicus, rata (Beltran E, 1949),
En 1979, Tay y colaboradores (Tay J et al. 1979) encuentran en Jalisco dos reservorios naturales
mas: Mus musculus y Scirus vulgaris (ratén y ardilla) y encuentran resultados negativos en
Cannis familiaris. Como se observa, estas especies presentan una amplia distribucién en la
Repiblica Mexicana, lo cual sugiere que ¢l vector infectado se presenta en cualquier parte del

territorio nacional.

I.5.2 Transmisores de T. cruzi en México:

Los insectos hemipteros de la familia Trigtomineae, conocidos comunmente como
chinches besuconas, son los transmisores del parasito. En este sentido, se sabe que dichos
insectos se encuentran ampliamente distribuidos en México, aunque la mayoria de ellos se ubican
en la vertiente del Pacifico y en altitudes de 0 a 1800 metros sobre ¢l nivel del mar (Tay J et al.
1980), lo cual indica que las zonas endémicas de la enfermedad abarcan un gran territorio sobre
el area nacional (Figura 6). En la Republica Mexicana se conocen 6 géneros de triatbminos que
actian como transmisores de la enfermedad de Chagas: Triatoma con 36 especies y subespecies
distribuidas en la Repiblica; Dipetalogaster con la especie maximus; Rhodnius prolixus;

Paratriatoma con las especies hirsuta cuspidatus, h. yumanensis e h. kamiensis; Panstrongylus



geniculatus y Eratyrus cuspidatus; estos dos ultimos en Veracruz (Figura 6). Estos triatominos
pueden colcctarse para su estudio en forma silvestre en madrigueras de algunos animales e

incluso en casas habitacion rurales o en el momento preciso en que se alimentan con sangre en

Fig. 6.- Transmisores de 7. cruzi en la Republica Mexicana.

Dipeteivgesinr muningy,
Kamieass
Parclrictons Airsefe.d popopsassly
¥ OMAsRRLSY
Rhwdnivs proifzava
MEREIIeAPYINE pERicule fuD,

s Epmdyrae ayspidotus

Frtetoms con 36 sporins,

personas dormidas y se ha demostr;cldo que 'la gran mayoria estan infectadas en forma natural por
T cruzi (Tay J et al. 1980, Zarate & Zarate, 1980, 1985, Vidal-Acosta et al. 2000).

Datos epidemioldgicos llevados a cabo en diferentes regiones de México han revelado una
distribucién heterogénea de la infeccion (Tay et al. 1980, Salazar et al. 1988, Velasco-Castrején
1992). Las zonas endémicas se han encontrado principalmente en las costas y el Sureste de
México con alta seropositividad en pueblos rurales e incluso casos con cardiopatia chagésica
crénica o CCC (Ruegsegger et al. 1993, Mendoza el al. 1995, Zavéla-Castro et al. 1995, Montedn
et al. 1996, Hernandez-Becerril et al. 2001, Mazariego-Aranda et al. 2001); aunque también se
han observado regiones con moderada a baja seropositividad en la parte central de la Republica

Mexicana (Pérez-Fuentes et al. 1998, Rancel-Flores et al. 2001).



1.6 Variabilidad biolégica de T. cruzi:

[a evaluacion de los factores responsables del desarrollo o control de las respuestas
patogénicas en la enfermedad de Chagas, se ha visto mermada por la alta variabilidad bioldgica
que exhibe el parasito. Se sabe que existen diferentes cepas de éste protozoario gue se comportan
de diferente manera en cuanto a su tropismo y virulencia (Andrade y Magalhaes 1996, Tay J et al.
1979). Salazar y colaboradores, {1978), realizaron un trabajo comparativo de la patogenicidad de
cuatro cepas mexicanas de 7. cruzi, observando las curvas de parasitemia producidas en ratones
blancos. En este trabajo, los resultados reflejan que el aislado "La cruz", obtenido del transmisor
Triatoma barberi, produce muy baja virulencia y las tres restantes: "Santa Catarina" y
"Zacoalco", aisladas del mismo transmisor, y "Apodaca", obtenida de un caso humano, presentan
altos niveles de parasitemia, los cuales concuerdan con los hallazgos histopatoldgicos € incluso se
reportan dafios a nivel de sistema nervioso central e higado que son poco habituales en aislados
mexicanos. Asi mismo, existen variaciones epidemioldgicas y clinicas que se relacionan con los
diferentes aislados o subpoblaciones del parasito, ademas de su permanencia en ciertos érganos y
tejidos. De esta manera, se ha detectado, en ratones y de manera experimental, la coexistencia de
infeccion mezclada con cepas diferentes (Y y T) en donde se observa que el proceso de aislado
del parésito esta muy influenciado por el tipo de cepa que prevalezca en la composicion final de
la mezcla de Jas mismas (Deane MP et al. 1984). Asi mismo, se ha reportado que un individuo
fue infectado por dos cepas diferentes del pardsito que ademds mostraron diferente tropismo
tisular (Vago et al, 2000). Debido a las dificultades obvias para estudiar ésta enfermedad en el
humano, diversos investigadores han decidido hacer estudios sobre los mecanismos patoldgicos

de la CCC en modelos de infeccion en ratones, De tal suerte que a lo largo de varias décadas de



investigacion, se ha observado que las caracteristicas genéticas del pardsito, asi como también del
hospedero, contribuyen al desarrollo de €sta enfermedad. Ciertas cepas de ratén desarrollan CCC
después de ser infectados con ciertas cepas de] parésito, pero no con otras (Andrade et al. 1985,
Andrade 1990). Algunos modelos se acercan mas a la enfermedad humana que otros, por
ejemplo: ratones BALB/c infectados con 100 tripomastigotes de la cepa Colombiana de T. cruzi

reproducen las tres fases de la infeccion observada en humanos (Brener et al. 2000).

YO HISTORICO




II. ANTECEDENTES:

II.1 Patogenia de la enfermedad de Chagas:

Las bases patoldgicas de la enfermedad de Chagas han sido un tema de amplio debate
en las dltimas décadas, de tal forma que puede observarse que los dafos causados en la fase
aguda de la enfermedad pueden ser explicados por la presencia del parasito en tejido. Sin
embargo, en la fase crénica la patogénesis es dificil de explicar, pues el dafio celular se asocia
a infiltrado linfocitario stn presencia del parasito (Vianna GO, 1911; Koberle F and Nador E,
1955). Experimentos realizados en ratones atimicos, en los cuales la infeccién por T. cruzi
causa un notable parasitismo tisular sin inflamacién cardiaca, han mostrado claramente que
un proceso inmunoldgico puede ser el causante de ésta patologia (Soares et al. 2001); sin
embargo la especificidad de la respuesta inmune patogénica es fuente de controversias. Por un
lado, se propone que la respuesta inflamatoria patogénica esta dirigida exclusivamente por
antigenos de T. cruzi en sitios de persistencia parasitaria (Tarleton 2001, Higuchi 1997); y por
otro lado se postula que la CCC es una enfermedad autoinmune disparada en algunos

individuos por la infeccidn por 7. cruzi (Cunha-Nete y Kalil 1995, Leon y Engman 2001).

I1.1.1 Hipétesis Toxigénica e Hipersensibilidad Retardada:

Uno de los mecanismos patoldgicos que se han propuesto para explicar el dafio a
tejido causado por T. cruzi, es el toxigénico. En ésta hipodtesis se postula que el parasito puede
liberar ciertas toxinas que causan dafio neuronal (Koberle F and Nador E, 1955). En 1974,
Koberle propone que el dafio a tejido es causado indirectamente por el parasito en la fase
cronica (Koberle F, 1974). Ribeiro Dos Santos en 1980 y 1981, realiza una serie de
experimentos con cardiocitos, a los cuales infecta con tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi

y encuentra antigeno parasitario en la membrana de cardiocitos parasitados y no parasitados,



lo cual indica la presencia de antigenos sclubles en el medio que pueden adsorberse a la
superficie de las ¢élulas, con lo cual se establece el dafio por hipersensibilidad en los tejidos
involucrados (Ribeiro dos Santos and Hudson L 1980, 1981). Posteriormente, en un estudio
realizado en 1985, Araujo encuentra antigenc en la membrana de células infectadas y no
infectadas, asi como también que una poblacion rica en linfocitos T de ratén infectado con 7.
cruzi, es capaz de reconocer antigeno adsorbido en la superficie de células parasitadas y no
parasitadas y destruirlas, con lo que sugiere que la hipersensibilidad es un mecanismo
accesorio de la patogénesis y no la dnica o principal causa de dafio (Araujo F 1985). La
reaccion inflamatoria observada en la CCC tiene un aspecto parecido a la hipersensibilidad de
tipo retardado (HR) y es de tipo focal compuesta principalmente por células mononucleares,
como ya se ha dicho con anterioridad. Este tipo de reacciones sugiere la participacién de
células tipo Thl en Ja patogénesis de esta enfermedad. De hecho, se ha observade una
asoctacion entre la intensidad de la CCC y la produccion de altos niveles de IFN-y en la
infeccién humana (Bahia-Oliveira et al. 1998). Ratones BALB/c deficientes para producir 1L-
4, en los cuales se acentla la respuesta tipo Thl, se infectaron con la cepa Colombiana de 7.
cruzi para observar el papel del IFN-y secretado por células T en la CCC. Se observd que
dichos ratones desarrollan una gran parasitemia en la fase aguda de la enfermedad, ademas de
parasitismo tisular y altos niveles de IFN-y al compararlos con ratones BALB/c normales.
Interesantemente también se observé miocarditis intensa a pesar del bajo nimero de parésitos
observados en comparacion con los controles (Soares et al. 2001). Estos resultados indican un
papel dual de IFN-y en la infeccién por T. cruzi. Un papel protector en el control de la
parasitemia y como mediador critico en el desarrollo de la CCC. Por otro lado, Gonzélez y
colaboradores en 1987, estudiaron esta enfermedad en ratones Rockland, que presentan
parasitemia persistente y escasos amastigotes en tejido cuando se infectan con T. cruzi, y

encontraron miositis y neuritis intramuscular con desinervaciones a los 4 y 12 meses



postinfeccidn, con un proceso de reinervacidn lento que indica la presencia de un mecanismo

de homeostasis dentro de la patogenia de esta enfermedad (Gonzalez SM et al. 1987).

I1.1.2 Hipotesis Autoinmune:

Otro mecanismo de patogenicidad dentro de ésta enfermedad, el autoinmune, sugiere
que puede existir un tipo de reactividad cruzada entre antigenos del pardsito y del huésped.
Este mecanismo {0 propone Cossio al encentrar, en sueros de chagésicos, anticuerpos capaces
de tener reactividad hacia endotelio de vasos sanguineos, intersticio y endocardio. Este tipo de
anticuerpos, a los cuales denomina EVI, se analizan por IF] en higado y corazén de humano,
bovino y ratén, resultando positivos en 24 de 25 pacientes chagasicos (Cossio PM et al.
1974); sin embargo, estudios posteriores demostraron que los anticuerpos "EVI" no son
caracteristicos de la enfermedad de Chagas, pues también se encuentran en otro tipo de
enfermedades e incluso en un 2% de individuos sanos (Hubsch R et al. 1976). Por otro lado,
se reportd la naturaleza heterofilica de los anticuerpos EV], al observar su reactividad sélo
hacia tejidos animales y no hacia tejido cardiaco humano, asi como también que esta
reactividad se pierde al adsorber los sueros con eritrocitos, extracto de higado y rifién de
cobayo (Khoury I et al. 1983). En 1984, Borda encuentra la presencia de IgG que estimula Ja
tensién y frecuencia de la contraccién del atrio de la rata en individuos chagasicos
asintomdticos. La reactividad disminuye al adsorber el suero con eritrocitos de guajolote, que
son ricos en adrenoreceptores f3-1; y al adsorber con eritrocitos de cobayo no hay pérdida de
la reactividad, por lo cual, estos anticuerpos son independientes de los EVI y tal vez
participen como bloqueadores "naturales” p-1 adrenérgicos (Borda J et al. 1984), aunque
ahora se pone en duda su participacion en la patogenia chagdsica, pues daifian la funcién
cardiaca, pero provienen de individuos chagisicos asintométicos. La produccién de

autoanticuerpos contra adrenoreceptores 1 y 32 cormrelaciona con las anormalidades



eléctrico-cardiacas primarias {Chiale et al. 1995), lo cual ha sido demostrado in vitro al
observar que el suero de pacientes chagésicos cronicos interfiere con la actividad mecdnica y
eléctrica de células cardiacas embrionarias (Costa et al. 2000, Kaplan et al. 1997) y afectan la
electrogénesis cardiaca y de conduccidn al ser perfundidas en corazén de conejo (De Oliveira
et al. 1997). Estas alteraciones en las funciones de células cardiacas parecen rcsultar de fa
union de anticuerpos anti receptores 3-adrenérgicos y M2-colinérgicos de la superficie celular
del miocardio; de tal forma que la produccidn de anticuerpos contra estructuras propias altera
las funciones de las células cardiacas inicidndose asi complicaciones asociadas a la CCC.

Se han encontrado linfocitos T autoreactivos a antigenos especificos de corazén y tejido
nervioso tanto en animales como en humanos (Rizzo et al. 1989, Cunha-Neto et al. 1996,
Hontebeyrie-Joskowicz et al. 1987). En un modelo experimental, se transplantaron corazones
de ratones singénicos recién nacidos en ratones infectados con T. cruzi y en ratones normales.
Los injertos fueron rechazados en los ratones infectados y en los normales tuvieron €xito
comenzando a latir a los 7 o 10 dias (Ribeiro-dos Santos et al. 1992). El rechazo de los
corazones transplantados fue mediado por linfocitos T CD4", Se purificaron subpoblaciones
de células T CD4" de bazo de ratones infectados y se transfirieron a ratones normales, los
cuales fueron capaces de rechazar ¢l injerto cardiaco singénico. Tarleton et al. (1997) estudid
el rechazo de transplantes cardiacos singénicos en diferentes modelos murinos de infeccidn
(usando las cepas Brazil y Sylvio de T. cruzi para infectar a ratones C57B16 y C3H) y
observé que no hay rechazo en ratones chagéasicos crénicos. El rechazo sélo se observéd
cuando el injerto se Hevé a cabo durante la fase aguda de la enfermedad (y se podian
encontrar parasitos en el injerto), o cuando se inyectd antigeno de 7. cruzi en el tejido
transplantado. Estos resultados indican que una respuesta anti- 7, cruzi es responsable de la
destruccién del transplante cardiaco. Sin embargo, se ha observado que la respuesta inmune

pardsito especifica no es la unica causa de CCC en otro tipo de modelos murinos (Ribeiro-dos
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Santos et al. 1992, Buckner et al. 1999) e incluso en humanos (Barbosa Jr. and Andrade 1984,
Mortara et al. 1999).

Para demostrar el papel autoreactivo de las células T en la patogénesis de la CCC
experimental, se generd una linea de células CD4" obtenidas de bazo de ratones chagisicos
cronicos, la cual fue cuftivada y estimulada con extracto de corazén singénico. Después de
ocho meses de cultivo dicha linea celular reacciond fuertemente en contra de extractos de
corazon de diferentes fuentes (singénico, alogénico y xenogénico). Ademds, también
reacciond con antigeno de T. cruzi, aunque el cultive se mantuvo libre de parésitos por
tratamiento con Anfotericina B. Dicha linea celular anti-corazén causd destruccidn de
mioblastos in vitro asi como rechazo del transplante cardiaco singénico cuando fue inyectada
en el mismo transplante (Ribeiro-dos Santos et al. 2001). Por otro lado, present6 un perfil de
citocinas tipo Thl al ser estimulada con antigeno de 7. cruzi y con antigenos cardiacos,
ademds de inducir una miocarditis severa al ser transferida a ratones atimicos (nu/nu) no

infectados con ¢l paréasito, los cuales son extremadamente sensibles a la infeccion por 7. cruzi.

II.1.3 Miocarditis Autoinmune:

La reaccion inflamatoria encontrada en la CCC es muy similar a la miocarditis
auwtoinmune generada por inmunizacién con miosina cardiaca, la cual se caracteriza por
infiltrado inflamatorio multifocal compuesto por células mononucleares y fibrosis intersticial.
Leon et al. (2001) demostraron que el suero de ratones A/J (altamente susceptibles a
desarrollar miocarditis autoinmune) presenta anticuerpos que son fuertemente reconocidos
por antigenos cardiacos, incluyendo miosina, en la fase aguda de la infeccion por 7. cruzi.
Ademds, dichos ratones desarrollaron HR contra miosina cardiaca, lo cual sugiere que T cruzi
induce una respuesta autoinmune durante la infeccion temprana. Por otro lado, en un modelo

experimental usando ratones A, que son muy susceptibles a la infeccion por Trypanosoma



cruzi, los cuales fueron tratados con benznidazole desde el inicio de la infeccion con éste
parasito, se observa que, ademds de sobrevivir a la infeccion con la cepa Colombiana de T
cruzi, desarrollan una intensa miocarditis a [os tres meses postinfecciéon. En cambio, ratones
BALB/¢ infectados con la misma cepa de 7. cruzi apenas desarrollan una leve inflamacion en
el mismo periodo de tiempo, lo cual sugiere que ambas enfermedades pueden tener una base
comin de desarrollo. La hiperinmunizacién de ratones BALB/c deficientes en producir [L-4
(IL-4 -/-) con bajas dosis de antigenos cardiacos, desarrollan una miocarditis de mediana
intensidad, sin embargo ésta se agrava al infectar a los ratones con T. cruzi (Soares et al,
2001b). Una explicacion de éste fendmeno es que la infeccion por T, cruzi rompe la tolerancia
a antigenos cardiacos, lo cual puede estar controlado por un mecanismo dependiente de IL-4.

El principal mecanismo por medio del cual un microorganismo puede desencadenar
una enfermedad autoinmune es el mimetismo molecular, es decir, compartir epitopes entre el
patégeno y el hospedero, de tal suerte que la inflamacién y el dafio a tejidos se genera por
liberacién de antigenos propios, reclutamiento de células inflamatorias y/o produccion de
inmunomoduladeres y expresidn de moléculas de superficie, las cuales pueden disparar o
sostener una respuesta autoinmune (Davies 1997, Fairweather et al. 2001). Se han encontrado
anticuerpos que reaccionan tanto en contra de miosina cardiaca, como en contra de la proteina
B13 de T. cruzi en pacientes con CCC. Asi mismo, s¢ han obtenido clonas de células T de
pacientes con CCC, que tienen reaccién cruzada con miosina cardiaca y B13 (Cunha-Neto et
al. 1995, 1996). La mayoria de éstas clonas son CD4" y secretan altos niveles de IFN-y (Abel
etal. 2001).

Trypanosoma cruzi puede disparar o potenciar una respuesta inmune autoreactiva y
mantenerla bajo control por mecanismos supresores. Esto es, puede infectar fibras cardiacas y
causar un intenso dafio, con lo cual se liberan antigenos y se produce inflamacién en la fase

aguda de la enfermedad. Posteriormente, el pardsito es capaz de alterar las propiedades de las



células presentadoras de antigeno, como macréfagos y células dendriticas. En este sentido, se
ha demostrado que moléculas de T cruzi pueden modular la produccién de citocinas
proinflamatorias producidas por los macréfagos (Almeida et al. 2000) y afectar la maduraciéon
de células dendriticas (Van Overtveit et al. 1999). Por tltimo, la respuesta inmune contra
antigenos de 7. cruzi puede influenciar la induccién de respuestas autoreactivas. En la
infeccion experimental con €ste pardsito, se ha observado que se producen niveles muy altos
de IFN-y durante la fase aguda de la enfermedad (Hoft et al. 1993, Zhang y Tarleton 1996).
La alta produccién de IFN-y podria deberse a que el pardsito estimula intensamente a los
macré6fagos para producir 1L-12 e 1L-18, las cuales son dos potentes factores inductores de
ésta molécula (Frosch et al. 1996, Meyer zum Blischenfelde et al. 1997, Camargo et al. 1997).
Por otro lado, la superfamilia de antigenos inmunodominantes trans-sialidasa de 7. cruzi
induce una respuesta de tipo Th1 tanto en ratones como en el humano (Millar and Kahn 2000,
Ribeirao et al. 2000). Asi, la persistencia del parasito puede sostener la liberacién de
antigenos propios, la presencia de pequefios focos inflamatorios en el corazén y la produccién
de citocinas inflamatorias, las cuales de hecho potencian una respuesta autoreactiva. La
posibilidad de una re-infeccidn con 7. cruzi en los individuos que habitan en zonas endémicas
de esta enfermedad, puede provocar el desarrollo de la CCC, pues nuevas cargas parasitarias
pueden liegar a inducir la liberacidén de autoantigenos y mediadores solubles. De hecho, se ha
reportado que la frecuencia de individuos infectados para desarrollar CCC disminuye
notablemente en 4reas en donde se ha controlado y disminuido la transmisién el parédsito (Dias

and Coura 1997).

I1.2 Citocinas en la Enfermedad de Chagas:

La gran mayoria de estudios que se han elaborado para observar el papel que juegan

las citocinas en ésta enfermedad, han utilizado modelos murines y cultivos celulares para



desarrollar en ellos la tripanosomiasis experimental. En estos trabajos s¢ ha observado el
pape! de las citocinas en la regulacién de ia replicacion del parasito y en la respuesta
inmunolégica del animal infectado, sobre todo, en {a fase aguda de la enfermedad.

Se sabe que las citocinas implicadas en una respuesta inmune de tipo Thl son la
interleucina 2 (I1L-2), [L-12, interferén gama (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o); mientras que 1L-4, IL-6 e IL-10, son caracteristicas de una respuesta tipo Th2 (Mosmann
TR et al. 1996). En este sentido, se dice que fa resistencia a parasitos intracelulares estd
asociada a un patrén de respuesta tipo Thl, mientras que la susceptibilidad se relaciona con
una respuesta inmune tipo Th2. Por otro lado, las enfermedades infecciosas crénicas tienden
hacia una polarizacién de la respuesta inmune de un solo tipo de citocinas (Th1l o Th2) en
respuesta especifica al patdgenc (Zhang J et al. 1997). Sin embargo, en la gran cantidad de
informacién que se ha generado con respecto al perfil de citocinas observado en la
enfermedad de Chagas, no se ha detectado una polarizacién de la respuesta inmune hacia
algun tipo preferente de citocinas.

Se ha detectado secrecion de IFN-y en ratones infectados con T. cruzi, al dia 9
postinfeccidon y aumenta con respecto al tiempo, ademés se observa que los macréfagos
peritoneales contribuyen a Ja produccion de esta citosina desde el dia 4 postinfeccién, al igual
que las células NK (Reed SG et al. 1994, Nabors GS et al. 1991, Silva IS et al. 1992, Cardillo
F et al. 1996). El IFN-y tiene un papel fundamental en la regulacién de la replicacién de
parasitos internalizados en macr6fagos y en general en ¢l curso de la infeccién, pues es ¢l
responsable de la activacidon de macréfagos, los cuales a su vez llevan a cabo la presentacion
de antfgenos por moléculas clase 11 det SPH, la liberacién de productos germicidas como el
per6xido de hidrdgeno y proteasas; ademds de expresar la sintasa de 6xido nitrico inducible

(INOS) requerida para la produccién de Oxido nitrico (Biron CA et al. 1995).



La JL-2 es una citosina tipo Thl que estd involucrada en la resistencia contra
parasitos, debido a que es uno de los principales inductores de proliferacion de linfocitos T
cooperadores (Ty) y T citetdxicos (T¢), ademas promueve la actividad de células NK. Sin
embargo, se ha observado que las células T de animales infectados con 7. cruzi producen
bajos niveles de ésta citocina, por lo cual se ha pensado que dicho pardsito provoca la
incapacidad en los linfocitos para producirla (Majurmder S et al. 1995). Otras hipétesis que
tratan de explicar la baja produccién de IL-2 en la fase aguda de la enfermedad, postulan que
puede haber supresion general de célutas Thl por induccién de anergia (Silva JS, 1991) o
falta de expresion de receptores para esta citocina en células T y B (Mejia LH et al. 1993). Se
ha observade Ja ausencia de 1L-2 en esplenocitos, células linfoides, sangre periférica y
corazdn de animales y pacientes infectados con T. cruzi, por diferentes metodologias (Zhang
L et al. 1996, Majurmder S et al. 1995, Eksi S et al. 1996, Dutra JO et al. 1997), ademés de
que la restauracién exdgena de la misma, en ratones chagésicos, regenera su respuesia
inmunolégica (Majurmder S et al. 1995).

Otra de las citocinas importantes que participan en la respuesta inmune contra alguna
infeccidn, es la IL-12. Se ha observado que dicha interleucina es sintetizada por macréfagos
estimulados con amastigotes o tripomastigotes sanguineos vivos. A su vez, IL-12 induce la
produccién de IFN-y, la proliferacién de células NK y la citotoxicidad mediada por linfocitos
T¢, aumentando la respuesta inmune enddgena contra infecciones. Asf pues, se ha observade
que IL-12 es responsable de la produccién temprana de IFN-y observada durante la infeccién
y, por tanto, del subsecuente control de la proliferacién del parasito in vive (Aliberti JC et al.
1996). Se ha observado que la administracién de esta citosina tiene un efecto protector en
modelo murinoe, mientras que anticuerpos contra 1L.-12 incrementan la susceptibilidad a la

infeccién con 7. cruzi. Sin embargo, altas concentraciones de ésta citosina provocan el



aumento de infiltrados inflamatorios en el corazén y muerte prematura (Scott P. 1993, Silva
IS et al. 1998).

Por otro lado, [L-4 puede sinergizar con 1L-10 convirtiéndose en un poderoso
modulador de la secrecién de IFN-y y de la activacidn de células tipo Thl durante la infeccion
aguda con Trypanosoma cruzi {Abrahamsohn 1A et al. 2000), aunque per se ésta citosina no
sea un importante regulador de la produccién de IFN-y o un determinante de susceptibilidad
en la fase aguda de Jla enfermedad. En cuanto a las citocinas tnvolucradas en la
susceptibilidad, 1L-10, que es un antagonista de citocinas activadoras de macréfagos y que
inhibe la produccién de TNF-a, IL-12 por macrofagos y de IL-2 e IFN-y por linfocitos
(Mosmann TR, 1994), tiene un papel complejo y contradictorio; por un lado permite la
proliferacién parasitaria y por otro, la falta total de 1L-10 se asccia con patologia debida a una
respuesta Thl exagerada, es decir, que existe un requerimiento minimo de IL-10 para prevenir
el desarrollo de una respuesta inmunoldgica patolégica asociada con linfocitos T CD4+ y
sobreproduccién de IL-12 en la fase aguda de la enfermedad (Hunter CA et al. 1997).

En resumen, la participacion de citocinas durante el desarrollo de la enfermedad de
Chagas ha sido estudiada en modelos experimentales de infeccién por Trypanosoma cruzi,
sobre todo en fase aguda. Dichos estudios han mostrado que la resistencia al parésito esta
asociada con Ja produccién temprana de citocinas tipo Thl como IL-12 € IFN-y, y el retraso
en la produccion de éstas citocinas puede determinar la falta de control de la infeccién en la
fase aguda de la enfermedad, ademds, el cese de produécién temprana de IL-2 genera la
supresion de linfocitos T CD4+ tipo 1, lo cual provoca un aumento de citocinas tipo Th2
como IL-10, IL4 v TGE-P, que estin estrechamente relacionadas con la susceptibilidad a la
infeccién, por un lado, y también son importantes moduladores de una respuesta exagerada de
citocinas tipo Thl como la IL-2, IFN-y y TNF-a, éste ultimo muy relacionado con el

desarrollo de Cardiomijopatia Dilatada en la fase crdnica de ésta enfermedad (Zhang L etal.
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1996, }. Lo anterior puede darnos una idea de que no existe un patrdn de citocinas polarizado
en mnguna fase de fa enfermedad de Chagas y que la altemancia de éste tipo de respuestas
inmunes (Thl y Th2} debe controlar la multiplicacion intracelular del parésito, por un lado, y
la respuesta inmunoldgica del hospedero, por el otro, para evitar asi la inmunopatologia

cardiaca.

Finalmente, en algunos trabajos realizados en pacientes chagdasicos cronicos el TNF-
o ha sido implicado en la resistencia, asi como en la generacion de dafio tisular. EI TNF-c es
una citocina pro-inflamatoria con importante efecto inmuno modulador en diversos procesos
patolégicos. Algunos estudios en pacientes chagisicos han reportado un incremento
considerable de los niveles séricos de TNF- e incluso una sobre expresién de ésta citocina en
linfocitos de dichos pacientes (Menezes CA et al. 2004, Ferreira RC et al. 2003). Talvani y
colaboradores reportaron una alta correlacién entre los niveles de TNF-o y la disfuncion
cardiaca (Talvani A et al. 2004). El TNF-« es expresado por el hospedero en respuesta a la
infeccion y es un factor critico en el desarrollo a la cronicidad en pacientes infectados con 7.
cruzi, cuando se acumula y persiste en los tejidos. Estudios experimentales han revelado que
una alta produccidn de TNF-a en drganos bianco es responsable, al menos en parte, de la
severa patologia asociada a la fase crénica de ésta enfermedad (Lima ES et al. 2001,
Derouich-Guergour D et al. 2001). Estas observaciones nos dan la posibilidad de pensar que
las formas cardiacas de la Enfermedad de Chagas estén retacionadas con una predisposicion
genética de los individuos para producir TNF-c.. En este sentido, se ha observado que el
polimorfismo del promotor de TNF-o tiene un efecto importante sobre la actividad

transcripcional del mismo gen (Wilson AG et al. 1997, Kroeger KM et al. 1997, Braun N et

al. 1996).
La caracteristica méas intrigante de ta CCC es el hecho de que la mayoria de individuos

infectados con 7. cruzi sobreviven y pasan el resto de sus vidas sin presentar alguna
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manifestacion de la enfermedad. Como se ha revisado, la conjugacion de algunos factores
puede permitir que dichos tndividuos permanezcan en la fase indeterminada de ia enfermedad
por muy largo ticmpo. Esto es, que hayan sido parasitados por una cepa no virulenta de 7.
cruzi, que el numero de re-infecciones haya sido escaso o nulo, que haya tenido un buen
tratamiento médico en una etapa oportuna € incluso que su constitucidn genética les confiera
cierta protecci6n a desarrollar la fase crénica de dicha enfermedad.

En éste altimo punto, se ha descrito que la capacidad de resistencia de un individuo a
determinado microorganismo puede estar programada por el sistema principal de
histocompatibilidad (SPH) y los productos de sus genes (HLA). Ademids, es muy probable
que futuras aproximaciones cientificas puedan establecer, de manera més clara, el poder de
resistencia de un individuo hacia ciertos microorganismos con relacién a su constitucién
genética.

El repertorio de antigenos HLA, de manera individual, determina la capacidad de la
respuesta inmune vy, por lo tanto, define la susceptibilidad genética a ciertas enfermedades. A
la fecha, se han asociado mas de 40 patologias con loa antigenos HLA. Se conoce que ¢l HLA
B27 constituye un factor de riesgo para el desarrollo de la espondilitis anquilosante, el HLA
DR4 para artritis reumatoide y asi existen otros ejemplos (Tabla 1 ). Esta asociacién puede
reflejar ya sea el compromiso de la proteina del HLA, o e! desequilibrio de ligamiento entre

varios genes, que faciliten el desarrollo de Ja entidad (Williams TM, 2001).

II.3 Sistema Principal de Histocompatibilidad:

El sistema principal de histocompatibilidad (SPH) comprende una serie de genes
estrechamente relacionados cuyos productos estan comprometidos con ia regulacién de la
respuesta inmune. Cada uno de estos genes es extraordinariamente polimérfico y son

heredados de manera mendeliana codominante; lo cual ha permitido que sean usados como
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marcadores genéticos en el estudio de las enfermedades y también se han empleado en la
caraclerizacion de la estructura genética de algunas poblaciones y en la seleccidén de
individuos candidalos como donadores para transplante de organos (Duquesnoy RJ, 1991).

E! SPH se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 humano. en la
porcion distal de la banda p21.3. Este sistema se ha dividido en tres grupos en base a las
caracteristicas cstructurales y funcionales de los productos de sus genes. La region clase 1 del
SPH {Figura 1), se localiza hacia el telomere y estd constituida al menos por |7 genes
refacionados entre si, e incluye los loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G Y

HLA 9.2 p. Hacia el centromero esta la regidn clase 11, que se divide

TABLA 1. Enfermedades asociadas a distintos tipos de antigenos HLA.

Enfehnedad de Addison |
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en cuatro subregiones (DP, DO/DZ, DQ y DR), cada una por lo menos con un par de genes o
y B; ademas enconiramos a los genes TAP (Transportador de péptidos inmunogénicos) y
LLMP {Proteasas; proteinas del proteosoma). Entre las regiones clase I y clase 11, se encuentra
la region clase 111, cuyos genes codifican para tos componentes del complemento C2, factor B
(fb), C4A y C4B, asi como los genes estructurales de la 21-hidroxilasa A y B (21-OHA y 21-
OHB){Weeckman AC et al. 1997).

Dentro del SPH se incluyen ¢l gen de la glicoxilasa [, el mas centromérico de todos,
asi como los genes del factor de necrosis tumoral (TNF) o y B (Trowsdale J et al. 1987), que
estdn entre el HLA-B y la region de clase HI. Recientemente se han encontrado otros cinco
genes asociados con el locus HLA-B, llamados “transcritos asociados™ a B, que se designan
como BAT-1,-2, -3, -4 y -5. En 1989 se detectaron dos loci de la proteina de choque térmico
HSP70 (HSP70-1 y HSP70-2) situados entre los genes de clase 11l y el TNFa (Sargent CA et
al. 1989).

Las moléculas clase 1 se expresan en la membrana de todas las células nucleadas,
excepto en neuronas y trofoblastos maduros y son dificiles de detectar en eritrocitos. De los
tres joct de clase 1 clasicos, HLA-A, -B y -C, el locus de C es el que menos adecuadamente se
expresa. Las moléculas clase Il se expresan sdlo en células como macréfagos, linfocitos B,
células endoteliales, células dendriticas y células de Langerhans. No se expresan en eritocitos
maduros, granulocitos (Bell DA, 1980) ni en linfocitos T no activados, pero su expresion
puede inducirse con mitdgenos o estimulos antigeno-especifico. Los eritrocitos maduros y los
granulocitos no expresan moléculas de clase 11 (Cavelli S et al. 1980).

La frecuencia de recombinacién genética dentro del SPH es muy baja (menos del 2%)
debido a que este conjunto de genes ocupa solamente unas 3,800 kb. El entrecruzamiento

entre cromosomas homoélogos que incluya a Jos genes HLA-A y -B 6 a HLA-B y -DR ocurre

24



con una frecuencia un poco menor de 1% del total de meiosis. Por csta razon el complejo
génico puede considerarse como una sola unidad genética (Alper CA et al. 1982).

Los alelos de los loct del SPH de un cromosoma en particular constituyen un haplotipo
(el genotipo de un individuo esta dado por dos haplotipos, uno de origen materno y otro de
origen paterno). Una combinacion dada de alelos de los loci fB, C2, C4A y C4B conforman el

complotipo o haplotipo de genes dei complemento (Wamonn WR, et al. 1982).

nqloniod g .
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Figura 7. Mapa genético del Sistema Principal de Histocompatibilidad humano.

I1.3.1 Genes Clase I:

Las moléculas de clase I, se encueniran en todas las células nucleadas y plaquetas del
organismo, razén por la cual su presencia es nula en los glébulos rojos, su expreston es

intensa en las células linfoides, menos intensa en ¢l higado, rifidon y pulmén y escasa en el
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cerebro, musculo esquelético y trofoblasto velloso (Krensky AM, 1997). Esta distribucién tan
general en estos tejidos implica que actiian como marcadores de reconocimiento de lo propio,
condicidén necesaria para que el organismo distinga los agentes extrafios de los propios, y se
defienda contra ellos. Su expresidn es coordinada: A, B y C, se expresan al mismo tiempo en
fa superficie celular (Amich S y Prieto S, 2001). Koller y colaboradores, (1989) construyeron
un mapa de los genes clase 1, que incluye 6 loci: HLA-A, HLA-B, HLA-C; HLA-E, HLA-F,
HL.A-G y HLA-9.2p ocupando en total 1} centimorgans.

Los principales locus son, HLA- A, B y C llamados cldsicos y comprenden una extension
de 2000 Kb, separados entre si por largas fibras de ADN, y su funcién es, presentar péptidos
de 8 a 10 amino4cidos de largo a los linfocitos T, los cuales participan en el reconocimiento,
rechazo y destruccion de virus e injertos de tejido extrafio (Krensky AM, 1997).

La identificacion serolégica de las moléculas clase C ha sido dificil e imprecisa, sin
embargo estas parecen ser muy importantes en la jnteraccidn con las células asesinas (NK).
Existen otros locus menos polimérficos que se expresan poco, los cuales son HLA-E, F, G, H,
y J, cuyas funciones atin no estén bien establecidas, aunque algunas evidencias y la restriccion
tisular del HLA-G, sugieren la participacion de éstas moléculas en la tolerancia materno-fetal
(Choo SY, 1991).

Los antigenos de clase 1 son mediadores de la eliminacién alogénica y de la restriccion
de linfocitos T efectores. Se constituyen en un par de cadenas polipeptidicas unidas no
covalentemente: una cadena pesada o, que es glicoprotefnica, transmembranal de 45
kilodaltones (kd) y una cadena ligera 3, también glicoprotefnica, de 12 kd. La cadena o es
polimérfica y es codificada por el HLA-A, -B 6 -C y la cadena 3, monomérfica, es la beta2-

microglobulina (Bjorkman et al. 1987), codificada por un gen en el cromosoma 15 (Figura 8).
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La estructura de los antigenos de clase 1 del SPH, se dedujo inicialmente a partir de la
determinacién de la secuencia de aminoédcidos del material purificado de una linea celular
humana linfoblastoide. Estas moléculas tienen dominios extracelulares, una regidn
transmembranal y una cola citopldsmica corta. Se ha podido encontrar ademads la estructura
tridimensionat de una moléeula clase 1, el antigeno HLA-A2 por medio de cristalografia de
rayos X (Saper MA et al. 1991).La cadena pesada « consta de tres dominios externos (o1, a2
y «3). Los dominios a1 y o2 son los mas distales a la membrana celular y son los que
contienen los residues polimérficos que conforman el sitio de unidén a un antigeno. y asi son

presentados por la molécula del HLA al receptor del linfocito T (Bjorkman et al. 1987).

II.3.2 Genes Clase II:

El sistemna clase 11 estd subdividide
en varios grupos: Los HLA-DR, DQ, DZ,
DO, DP, DM, y DN. En el humano s¢ han
definido bioquimicamente tres isotipos de
tas moléculas clase 11, DR, DQ y DP, que
son coexpresados en la superficie de las

células presentadoras de antigeno. Cada una

de ellas constituida por un dimero: DR alfa/

DR beta, DQ alfa/DQ beta y DP alfa/DP

beta. Algunos individuos expresan ademds

Figura 8. Molécula HLA Clase I. A} Alfa-hélices y
beta-plegada para unidn al péptide. B) Estructura .
tridimensional. Péptido en color rosa. Vista Un cuarto producto denominadoe DRw52,

superior

DRw33 o DRB5]; ademas de los genes

TAP] y TAP2 vy los genes LMP2 y LMP7 (Brown JH et al. 1993).

27



Los antigenos de clase 1 son determinantes primarios en la generacién de respuestas
proliferativas de linfocitos T en cultivo mixto celular y pueden presentar antigenos al receptor
de linfocito T CD4+. Se constituyen de cadenas glicoproieinicas, unidas no covalentemente,
una pesada ¢ monomérfica, de 33 kd y una cadena ligera B polimdrfica, de 28 kd, ambas
codificadas por el loci del HLA (Giles RC and Capra JD 1985).

La molécula de clase II tiene cuatro domimos externos: ai, a2, Bl y B2, anédlogos a
los dominios al, a2, a3 y a la B2-microglobulina, de la molécula de clase I, respectivamente.
Les dominios a2 y B2 son del tipo de las inmunoglobulinas, muy conservados y los dominios
al y Bl son polimérficos. No se ha deducido la estructura tridimensional, por cristalografia

de rayos X, de las moléculas de clase 1I, pero se ha propuesto un modelo parecido al de la

estructura de la molécula de clase I (Figura 9).

La molécula de clase II tiene asociada a las cadenas « y [ una glucoproteina
transmembranal de 31 Kd, conocida como cadena gamma o cadena invariante. Esta cadena no
se detecta con anticuerpos en la superficie celular, por lo que se piensa que se asocia al
complejo entre el paso por el aparato de Golgi y el arribo a la membrana celular.

De las cuatro subregiones de los genes de las moléculas de clase 11, la subregiéon DP
consta de dos pares de loci o y dos 3, de los cuales DPa2 y DPB2 parecen ser pseudogenes
(genes que no codifican para proteinas). La subregion DZ/DO se constituye de los genes DZo
y DOB, pero como estos dos loci estdn separados por varios cientos de kilobases, quizd no
forman un dimero o/B.

La subregién DQ tiene dos genes « y dos f3: incluye dos genes DX (o y ) ¥ un gen
DV entre los genes DQ y DX. La subregién DR tiene cuatro genes B: el Bl codifica para las
variantes de DR de DRI] a DRI18, el B2 es pseudogen, el B3 codifica para el determinante

DRW 52 y el B4 para ei determinante DRW 33, hay un gen DRa no polimdrfico. Se expresan
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tres tipos de productos de clase 11: DP, DQ y DR. No hay evidencias de que DZa y DO se
expresen como proteinas, aunque se ha encontrado RNA mensajero normaimenle
poliadenilado, de ambos genes en células B. Pueden formarse pares de cadenas de DQuo ¥
DQP en “irans”, es decis, fa cadena al y (1 codificadas cada una por cada uno de los
cromosomas homotogos de un individuo. También se pueden combinar productos de los
diferentes loci, como DRa y DQf3 , en ratones transfectados (Giles RC and Capra JD 1985).

Los genes de la regidén D son los [lamados, hasta hace poco, "genes JR"(de respuesta
inmune). EIl HLA DM participa en el proceso de liberacién, transporte y ensamblaje del
péptido exdgeno al complejo. El HLA DZ, al parecer, tiene genes incompletos que no se
expresan, ¢ que solo to hacen en células muy especializadas atn no identificadas. Et HLA DP
se encuentra en las células presentadoras de antigeno, y estimulan a los linfocitos T,
participan en la presentacion de antigenos de influenza y Herpes simplex y se ha encontrado
asociada a artritis reumatoide juvenil y a infecciones por Onchocerca valvulus (Corzo D et al.
1995; Meyer CG et al. 1996).

El HLA DO frena la presentacién de antigenos a los LT-CD4+ actuando sobre las
moléculas HLA DM a las cuales inhiben impidiendo la liberacién de la molécula CLIP con lo
cual interviene en el acoplamiento de Jos antigenos a los HLA Clase 1.

El polimorfismo de las moléculas clase 11 se encuentra en las cadenas [ de los
ant{genos HLA-DP, -DQ y —DR. Los residuos polimérficos estdn en cuatro cimulos en los
dominios f1 de DQ y DR, asi como en un ciimulo de «l de DQ. El polimorfismo de la
cadena DPp es limitado (Choo SY 1991).

Otros genes que se encuentran dentro de la clase I1 del SPH son los TAP y los LMP,
cuya importancia radica en su participacién durante el procesamiento y presentacién
antigenica mecdiados por clase I. Los genes del LMP son polimérficos y sus productos

constituyen dos subunidades del complejo proteosomal a los cuales se les ha atribuido que
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participan en la degradacion de proteinas citosdlicas y en la generacion de peptidos
antigénicos; mientras que las TAP (TAP1 y TAP2) forman un heterodimero vy participan en €]
iransporte de péptidos generados por las proteasas, desde el citosol hacia el reticulo
endoplasmico (Krensky AM 1997).

El polimorfismo alélico de los antigenos de clase 1 y 1 se reconoce fenotipicamente

por serologia y recientemente también por téenicas moleculares (Williams TM 2001).

II1.3.3 Genes Clase II:

La region clase 111 contiene por
lo menos 70 genes, con una densidad de

aproximadamente un gen cada 10 kb en | :

promedio.” Los genes de clase 11 del
SPH, después del HLA, forman el
conjunto de marcadores genéticos mas
polimérfico del humano.

Los cuatro loci de esta regidn

(C2, Factor B, C4A y C4B) se¢ heredan

en bloque. Las moléculas de C2 y del

Figura 9. Molécula HLA Clase If. A) Vista lateral
del dominio citopldsmico de unién al péptide. B)
Vista superior, Péptido en rosa.

factor B son glicoproteinas de una sola
cadena de 102,000 y 90,000 Daltones, respectivamente y circulan en el plasma en forma de
pro-enzimas {Dausset J 1981).

La molécula de C4, pesa 200 Kd y tiene tres subunidades unidas por puentes disulfuro:
o (95 Kd), B (75 Kd) y T (30 Kd). Se sintetiza como una sola cadena en el arden B-a-1 que
luego se glicosila y se procesa iniracelularmente; secretdndose como una estructura de tres

cadenas. En los ultimos afios se ha estudiado el hecho de que muchos de los genes en la
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region clase [11 codifican proteinas con funciones relacionadas con el sistema inmune como
los genes del complemento, el factor B (fB), las proteinas de choque térmico (HSP) vy el factor

de necrosis tumoral (TNF) (Campbell RD and Trowsdale J, 1993).

11.3.4 Papel Fisiolégico del Complejo:

Los antigenos de histocompatibilidad se descubrieron por su participacién en el
rechazo de injertos. La capacidad de distinguir lo propio de lo extrafio es una caracteristica de
todos los organismos pluricelulares, apareciendo ya cn los tunicados y los celenterados
(pepinos de mar y estrellas de mar) como un mecanismo de mantener la identidad de la
cspecie. Se va haciendo cada vez mas sofisticado, hasia aparecer en los anfibios y
probablemente ya en los peces. Es el mecanismo para destruir lo ajeno sin dafiar lo propio y lo
fundamental para eso es el gran polimorfismo de los sistemas genéticos los que permiten la
alta variabilidad interindividual dentro de una misma especie, asegurande un sistema
adecuado de unidades de reconocimiento sobre las células propias.

En la etapa de diferenciacién intratimica, los linfocitos T (LT) aprenden a reconocer
los antigenos extrafios en ¢l contexto de lo propio, segun si van a ser CD4 (Clase I}, o CD8
{Clase I). Ahi se produce la seleccidn positiva, y el linfocito que no tiene la capacidad de
reconocer [ o 1I va a fa apoptosis.

Los antigenos del SPH son indispensables para la induccidén de la respuesta ya que el
LT reconoce muy pobremente al antigeno que llega en forma soluble, y requiere del contexto
de SPH en la membrana de la célula presentadora. Por eso, la expresién de sus ant{genos
regula en cierta forma la respuesta, ya que determina que va a ser reconocido y como. A nivel
intracelular, los antigenos del SPH en la célula presentadora participan en el procesamiento

del antigeno y son criticos en la presentacion antigénica (Krensky AM 1997).
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I1.3.5 Procesamiento y Presentacion de Antigenos:

Las células T sdlo reconocen antigenos sobre la superficie de células accesorias en
asociacion a los productos de los genes del SPH propio. Los linfocitos T colaboradores CD4”
reconocen antigenos asociados a los productos de los genes del SPH clase I1 (reconocimiento
restringido por SPH clase 11) y los linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8' reconocen antigenos
asociados a los productos de los genes del SPH clase I (reconocimiento restringido por SPH
clase 1).

El procesamiento del antigeno censiste en Ja intreduccidn de los antigenos proteinicos
en las células presentadoras de antigenos (APC), la degradacion proteinolitica de estos
compuestos en péptidos, la unién de los péptidos a las moléculas de SPH recién ensambladas
y la exposicién de los complejos péptido-SPH sobre la superficie de una APC para el
reconocimiento potencial de células T. Las vias del procesamiento del antigeno en las APC
utilizan los mecanismos celulares bdsicos de proteindlisis que también operan
independientemente del sistema inmunitario. Tanto las proteinas extra como intracelutares
son muestreadas a través de estas vias de procesamiento del antigeno, y los péptidos
derivados de las proteinas normales propias y de las proteinas extrafias son expuestos por las
moléculas del SPH para la vigilancia a través de los linfocitos T (Krensky AM 1997).

Las APC especializadas entre ellas macrdéfagos, linfocitos B y células dendriticas,
internalizan las proteinas extracelulares en los endosomas para su procesamiento a través de la
via del SPH clase 11. Estas proteinas sufren proteindlisis por enzimas que acttan a pH acido
en las vesiculas de la via endosdmica. Los heterodimeros del SPH clase I recién sintetizados
se asocian a la cadena invariable y son dirigidos desde el reticulo endoplasmico (RE) hacia las
vesiculas endosdmicas donde la cadena invariable sufre proteindlisis, eliminandose, a partir
de la hendidura de unién del péptido en la molécula det SPH por la accién de molécuias DM,

un pequefio péptido residual de la cadena invariable. Los péptidos generados a partir de
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proteinas extracelutares se unen después a la molécula del SPH clase 1, y ¢l complejo
(rimérico (cadenas o y B del SPH clase 11 y el péptido) sc traslada hacia )a superficie de la
célula.

Las proteinas citosolicas, que habitualmente se sintetizan en la célula, como las
proteinas virales, siguen la via del SPH clase [ para la presentaciéon del antigenc. El
proteosoma es un complejo citoplasmatico multiproteinico que degrada, mediante
proteindlisis, las proteinas citoplasmaticas marcadas con ubicuitina y genera, probablemente,
una gran cantidad de péptidos cuyo destino es unirse a las moléculas del SPH clase I. Los
péptidos son distribuidos desde ¢l citoplasma al RE a través de las moléculas transportadoras
de antigenos (TAP). Los dimeros del SPH clase | recién formados en el RE se asocian y se
unen a los péptidos distribuidos por TAP. La unién del péptido estabiliza las moléculas del
SPH clase | y permite su movimiento desde el RE, a través de Golgi, hacia la superficie. Estas
vias de presentacién de antigeno restringidas por el SPH garantizan que sean escrutadas [a
mayor parte de las proteinas del organismo buscando la presencia de posibles antigenos
extrafios.

Las vias aseguran tgualmente que las proteinas de los microorganismos extracelulares
probablemente generen péptidos unidos a moléculas del SPH clase 11 para su reconocimiento
con células T colaboradoras CD4", mientras que las proteinas codificadas por
microorganismos intracelulares generan péptidos unidos a moléculas del SPH clase | para su
reconocimiento por CTL CD8". La inmunogenicidad de las proteinas microbianas depende de
la capacidad de las vias de procesamiento del antigeno para generar péptidos derivados de

estas proteinas que se unen a moléculas del SPH propias (Abbas K et al. 1998).
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II.4 Marcadores HLA en la Enfermedad de Chagas:

Como ya se ha mencionado, un hecho que llama a atencién en el desarrollo de ésta
enfermedad, es que sélo un 30% de individuos infectados con 7. cruzi desarrollen la fase
crénica de Ja misma y que de éstos, algunos también desarrollen enfermedad cardiaca. Esta
evidencia ha sido utilizada para investigar y proponer que factores genéticos involucrados con
la respuesta inmune del hospedero, pueden estar involucrados en el curso de la enfermedad.
Asi pues, se ha reportado un efecto protector del haplotipo HLA-DR14 DQBI1*0301 en
individuos peruanos asintomaticos (Nieto A et al. 2000). Otros alelos que han sido reportados
como antigenos que confieren resistencia al desarrollo de la fase crénica y de la patologia
cardiaca, son el DQB1*06, reportado en poblacién brasileita (Deghaide NH et al. 1998) y el
DPB1*0101 en venezolanos (Colorado 1A et al. 20400). Por otro lado, también se ha reportado

el incremento de la frecuencia alélica entre pacientes infectados con éste parasito que
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presentaron dafio cardiaco e individuos asintomaticos, de tal manera que se reportd ¢l HLA-
C*03 como alelo de susceptibilidad ai desarrollo de cardiomiopatia en poblacién venezolana
(Layrisse Z et al. 2000). Al respecto, DPB1*0401 combinado con DPB1*2301 o DPB1*3901,
también en individuos chagdsicos cronicos venezolanos, confiere susceptibilidad a la
cardiomiopatia chagéasica, mientras que la reduccién en la frecuencia alélica de HLA-
DPB1*0101 en el mismo grupo de pacientes, sugiere proteccion asociada con dicho alelo
(Colorado 1A et al. 2000). Por otro lado, un grupo brasilefio mostrd que no existe asociacion
entre genes HLA clase 1T (Dr y DQ) y la susceptibilidad al desarrotlo de ésta enfermedad,
aunque observaron que los varones tienen mayor riesgo de progresar al dafio cardiaco severo
que las mujeres (Fae KC et al. 2000). Como podemos apreciar, existen datos muy
heterogéneos que obligan a hacer mayores esfuerzos en el estudio de la susceptibilidad

genética al desarrollo de la infeccién y del dafio cardiaco provocado en ésta parasitemia.
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III. JUSTIFICACION:

L.a Enfermedad de Chagas ¢s conocida desde principios del siglo pasade y hasta éste
tiempo no tiene cura. Es una imporiante parasitosis que ha sido considerada por la OMS como
un problema de salud publica debido al nimero de casos anuales que surgen en todo nuestro
continente y también a la gran dispersién que ha tenido debido a la transmision que se da por
ransfusién sanguinea, reportandose casos de Chagas incluso en paises europeos como
Alemania. La patogénesis de ésta enfermedad es dificil de descifrar y se piensa que diversos
factores pueden conjugarse para que la infeccién progrese hacia su fase crénica, en la cual el
dafic cardiaco es el méas comun, representativo y mortal. Un punto importante en ésta
enfermedad es que, a pesar de que existe una gran poblacién en riesgo de adquirir al parasito,
sélo un 30% de los individuos infectados desarroflardn la fase crénica con sintomas
caracteristicos como la cardiomiopatia dilatada. Dentro de los factores que promueven su
desarrollo, se han mencionado factores genéticos, tanto del pardsito, como del hospedero que
pueden predisponer o proteger al individuo a desarrollar la cronicidad. En éste ultimo punto,
se sabe que el SPH y sus genes participan en la regulacién de la respuesta inmune debido a
que sus moléculas estdn involucradas en la presentacién antigénica hacia los linfocitos que
dictardn el tipo de respuesta inmune que desarroliard el hospedero ante una infeccidn
determinada y con ello, preparar al individuo para mantener la infeccién a niveles no dafiinos
o, por el contrario, promover su deterioro. Por otro lado, cabe sefialar que la etnicidad
encontrada en los diversos pueblos que habitan el continente americano presenta
caracteristicas diferentes en diferentes areas geograficas, de aqui lo significativo de investigar
y detectar marcadores inmunogenéticos de asociacion entre ésta enfermedad y algin o

algunos alelos HLA especificos.
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Iv. OBJETIVOS:

IV.1 Objetivo General:

Determinar la participacion del polimorfismo de los genes del SPH (HLA clase [ y II) v
del promotor del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) en Ja susceptibilidad al desarrollo

de la cardiopatia chagésica crénica en la poblacidn mexicana, asf como si existe un perfil de

citocinas asociado a la enfermedad.

IV.2 Objfetivos Particulares:

* Cuantificar la expresién de citocinas circulantes, de tipo Thl y Th2, y de sus
receptores, en individuos infectados con T. cruzi (asintomaticos y crénicos) y en
individuos sanos.

= Establecer i perfil molecular de antigenos HLA clase I y 1l en individuos infectados
con Trypanosoma cruzi y en individuos sanos.

= Detectar si existen diferencias entre las frecuencias alélicas de los loct HLA clase 1 y
11 de los individuos infectados con Trypanosoma cruzi y los individuos sanos.

* Analizar las frecuencias alélicas de los loci HLA c¢lase 1 y II de los individuos
asintomaticos, con cardiopatia chagasica, e individuos sanos.

= Detectar si existen diferencias entre las frecuencias alélicas y génicas de los
promotores del gen TNF-o -238 y TNF-a -308, entre individuos infectados con
Trypanosoma cruzi e individuos sanos.

= Detectar si existen diferencias entre las frecuencias alélicas y génicas de los
promotores del gen TNF-a -238 y TNF-a -308, entre individuos infectados con
Trypanosoma cruzi asintomdticos, con Cardiopatia Chagéasica Crénica e individuos

s5anos.
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V. MATERIAL Y METODOS:

V.1 Diserno del estudio:

Se trata de un estudio transversal, analitico de casos y controles.

V.2 Estrategia general:

® Se captaron individuos infectados con Tripanosoma cruzi y pacientes diagnosticados
clinicamente y por estudios de laboratorio y gabinete con Enfermedad de Chagas, en
el Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”. Asi mismo, se captaron
individuos sanos sin serologia positiva para 7. cruzi como controles.

. Se procedi6 a la obtencidn de una muestra sanguinea de cada individuo. Se separ6 una
alicuota de sangre total de cada muestra para el analisis de citocinas y el resto se usd
para la extraccion de DNA de células blancas por medio del método de extraccion
fendlica ( Miller y cols., 1988). Se determind la pureza del DNA por
espectrofotometria.

. Las muestras sanguineas se marcaron con anticuerpos de superficie (CD4, CDS,
CD25 y CD132, CD69, 1gGl, 1gG2a) y anticuerpos intracefulares (IL-2, IL-4 ¢ IFN-y)
especificos, conjugados con diferentes fluorocromos, para observar el estado
inmunoldgico de cada individuo por medio de citofluorometria (Denticina SS et al.
1995).

. Una vez tefiidas las diferentes células T con los anticuerpos monoclonales arriba
mencionados, se fijaron las células y se adquirieron en un citdmetro de flujo
(Excalibur FACScan de Becton Dickinson) para su posterior analisis estadistico.

. El DNA de cada individuo sirvié como molde para amplificar los exones dos y tres de
fos genes HLA-A y HLA-B, el exdn dos del gen HLA-DR, y las regiones polimérficas
de los promotores -238 y -308 del gen TNF-a; por medio de la técnica de reaccién en

cadena de la polimeraza (PCR) (Mullis, 1990).
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Los productos de PCR de los genes HLA clase | y I[l, se hibridaron con
oligonuciedtidos sccuencia especifica (PCR-SSO) por dot-blot inverso ( Kit Amplicor;
Hoffman [.a Roche, Basel, Switzeriand) y las regiones polimérficas de los promotores
-238 y -308 del gen TNF-c, se analizaron por medio de la téenica de Fragmentos de
restriccion polimorfica (RFLP’s) con las enzimas Baml y NcoHI respectivamente
(Wilson AG et al. 1992, Skoog T et al. 1999).

Para asegurar la homogeneidad étnica de los individuos analizados, se realizo la
tipificacion de alta reselucion de los alelos HLA-DR4 por medio de PCR-SS0 (Reed
E etal. 1992).

Se obtuvieron los porcentajes de linfocitos T marcados con los diferentes anticuerpos,
su promedio, desviacion estindar y mediana, y se analizaron por medio de la prueba
estadistica de Shapiro-Wilk para comprobar la distribucién normal de las muestras. Se
utilizé la prueba de 7 vy el analisis de varianza para aquellos datos con distribucion
normal y U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para los datos no distribuidos como
una normal, todos ellos con significancia < 0.05.

Se calcularon las frecuencias alélicas y génicas para los genes HLA y TNF-c
observadas en todos los grupos y se analizaron por medio de la prueba de Chi
cuadrada (X%) o exacta de Fisher. El riesgo relativo se calculé como Razén de Momias

por el método ¢ Woolf (Woolf B, 1955).
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Estrategia general
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V.3 Estudio clinico:

En et presente trabajo se incluyeron 66 individues mexicanos, no relacionados entre si,
con diagndstico clinico de Enfermedad de Chagas y anticuerpos circulantes anti T cruzi,
diagnosticados en el Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”, demostrados al
menos por dos pruebas serologicas concordantes (IFI y ELISA). Estos individuos se
clasificarcn de acuerdo a sus caracteristicas clinicas, ecocardiograficas y electrocardiogréaficas
(ECG) en asintomaticos y con Cardiopatia Chagésica crénica (CCC). La poblacion
asintomética (51.5%) se caracteriz6 por ser individuos aparentemente sanos con ECG normal
y sin presentar cardiomegalia. Los pacientes con CCC (48.5%) presentaron arritmias
ventriculares, cinco o mas extrasistoles por minuto, episodios embblicos, cardiomegalia o
falla cardiaca congestiva, Como grupo control se incluyé a una poblacién de 127 individuos
aparentemente sanos, no relacionados entre si, que compartieran las mismas caracteristicas
medicambientales y socioeconémicas que los infectados y sin enfermedad cardiaca ni

serologia positiva anti- 7. cruzi.

V.3.1 Criterios de Inclusion:

= Pacientes y controles, asf como sus dos tltimas generaciones, que hayan nacido en
México.

= Que tengan entre 18 y 50 afios de edad.

» Infectados deberan tener anticuerpos anti-7. cruzi circulantes (IFI/ELISA
concordantes),

= Infectados con CCC (Crénicos) diagnosticados clinicamente por presentar arritmias,
cinco o mas extrasistoles ventriculares por minuto, episodios embdlicos,

cardiomegalia o falla cardiaca congestiva.
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« Controles sanos sin antecedentes de enfermedad cardiaca ni anticuerpos anti-7. cruzi:
con similares caracieristicas medioambientales y socioecondémicas que los pacientes.

« TFirmar carta de consentimiento para participar en €ste estudio.

V.3.2 Criterios de Eliminacion:

= Pacientes en los cuales se presente alguna falla técnica durante el proceso de estudio

que provoque pérdida irrecuperable de Ja muestra o del DNA.

V.3.3 Criterios de Exclusion:

* Individuos con infecciones de origen no chagdsico, transfundidos en los ultimos tres
meses o que se¢ encuentren bajo tratamiento médico que pueda inlerferir en este
estudio.

* No ser mexicano.

* [nfectados con anticuerpos anti-7. cruzi s6lo con una prueba serolégica positiva.

* Controles sanos con alguna anomalia cardiaca.

* No estar de acuerdo en participar en el estudio.

V.4 Citometria de Flujo:

V.4.1 Colecta y Preparacion de la muestra:

Se obtuvieron 2 ml. de sangre venosa de 32 individuos seropositivos a T. cruzi.(17
asintomaticos y 15 crénicos) y 10 individuos sanos, en tubos estériles con EDTA como
anticoagulante. Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente (TA) y se tifieron dentra

de las dos horas siguientes a su obtencién. Se utilizaron 800 microlitros (ul) de cada muestra,
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depositando alicuotas de 00 ul, con un nimero aproximado de 3.5 a 9.8 X 10° leucocitos/ ul,

en 8 diferentes tubos Falcén de 12 X 75 mm. que fueron marcados del 1 al 8.

V.4.2 Tincién de superficie:

De los tubos anteriores, cuatre se incubaron con 10 pl de anticuerpos monoclonales
{(MABs) anti CD4 humano (1 al 4) y cuatro con anti CD8 humano (5 al 8), ambos conjugados
con PerCP (Becton Dickinson, Erembodegem, Belgium), durante 15 minutos, a TA y en
oscuridad. Posteriormente, se agregaron a cada tubo 2 ml de solucion de lisis 1X FACS
(Becton Dickinson, Erembodegem, Belgium), sc agitaron y se incubaron por 10 min. en
oscuridad a TA. Inmediatamente después, los tubos se centrifugaron a TA, a 500 g por 5 min.
Se decantd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié con 500 pl de solucion de

permeabilizaciéon 1 X FACS (Becton Dickinsen, Erembodegem, Belgium).

V.4.3 Tincion intracelular:

Las muestras se incubaron con solucidn de permeabilizacion 1X FACS durante 10
minutos a TA y en la oscuridad. Posteriormente, a cada tubo se le agregd 1 ml. de solucién de
lavado (Amortiguador de fosfatos salino (PBS) 10 mM, pH= 7.4; albumina sérica bovina
(BSA) al 0.5% y azida de sodio (NaNs) al 0.1%), se agitaron levemente y se centrifugaron a
TA por 5 min. a 500g. Se decantd e] sobrenadante y se resuspendié el paquete celular con el
resto de solucion que quedé en cada tubo. Enseguida se agregaron 5 pl de los siguientes
anticuerpos monoclonales anti humano marcados con diferentes fluordforos: IL-2-FITC
(Isotiocianato de fluoresceina, tubos 1 y 5), IL-4-FITC (tubos 2 y 6), IFN-y-FITC (tubos 3 y
7), 1gG2a-FITC (tubos 4 y 8), CD25-PE (Ficoeritring, tubos | y 5), CD132-PE (tubos 2 y 6),
CD69-PE (tubos 3 y 7) e 1gG1-PE (tubos 4 y 8). Los tubos se incubaron a temperatura TA por

30 min. y en oscuridad. Finalmente, a todos los tubos se les agregaron 1.5 ml. de solucién de
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lavado, sc agitaron levemente y se entrifugaron a 500 g por 10 min. a 4°C. Se decantd el
sobrenadante y tas células asi tefiidas se fijaron con 500 ul de paraformaldehido al 1% en PBS

y se almacenaron en oscuridad a 4°C.

V.4.4 Adquisicion y analisis:

Se utilizé6 un citometro  de flujo modelo FACScan (Becton Dickinson,
Immunocytometry System, San José CA, EUA) equipado con un laser de argdn (488 nm), el
cual fue preparado para el analisis de las muestras, para lo cual se emplearon perlas de
calibracién (Becton Dickinson) y el sofiware AutoCOMP. De ésta forma, se verificod el ajuste
de los detectores, se comprobd la discriminacidn adecuada entre las tres fluorescencias
empleadas y se comprobd la sensibilidad del equipo.

La adquisicion de los datos se realizd empleando ¢l software LYSYS 1. En ensayos
previos con marcaje de c€lulas T totales (CD3-PerCP) se determind la pureza de la regién
analizada y el porcentaje de recuperacién. Para lo anterior , se realizé el andlisis de la
dispersién frontal (FSC) y de la dispersion lateral de la luz (S8C), que estan relacionadas con
el tamafio y la complejidad interna de las células. Con éste ejercicio, pudimos ubicar las
regiones especificas de las subpoblaciones CD4 y CD8 de los linfocitos T que analizamos.

Los resultado fueron analizados en gréficas de puntos, en las cuales se pueden
observar diferentes cuadrantes que corresponden a las diferentes combinaciones de
anticuerpos empleados en el marcaje de [as células. Se presentan los porcentajes de células
positivas para cada caso. Para cada individuo se identificé el porcentaje de células positivas y
dobles positivas y se calcul6 el promedio, la desviacion estdndar y la mediana para analizar
los grupos estadisticamente. En cada muestra se verificé que la pureza de la region de
linfocitos, asi como el porcentaje de recuperacién de los mismos fuera mayor del 90% y que

se analizaran un minimo de 2000 linfocitos en todas las muestras.
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V.5 Estudio Molecular:

V.5.1 Extraccion y purificacion de DNA (Miiler y cols, 1988):

Se colectd una muestra de 10 a 15 ml. de sangre periférica de 66 individuos
seropositivos a 7. cruzi (34 asintomdticos y 32 cronicos) y 127 individuos sanos, en tubos
Vacutainer con EDTA al 5% como anticoagulante. Las muestras se centrifugaron a 3,000
r.p.m, durante 20 min. Se tomd la capa de linfocitos y se pasd a un tubo de ensayo. Los
linfocitos extraidos se lavaron por agitacion vigorosa con 5 ml de amortiguador para lisis de
células rojas (RCLB), el cual contiene: Tris-HCI 10mM pH 7.6, MgCly SmM y NaCl 10 mM;
la mezcla anterior se centrifugd a 3000 rpm/10 min., se decantd el sobrenadante y el boton se
lavg nuevamente en la misma forma. Posteriormente, se realizé la hidrélisis de linfocitos por
incubacion a 42°C por 12 horas con 1.5 ml de amortiguador para lisis de células blancas
(WCLB), que contiene: Tris-HC] 10 mM pH 7.6, EDTA 10mM pH 8.0, NaCl 5¢ mM, SDS
0.2% y proteinasa K 200 mg/ml. El DNA se purificé Javando el hidrolizado dos veces por
medio de agitacion-centrifugacién con 3 ml de Fencl saturado pH 7.6, un lavado con 3 ml de
Fenol-Cloroformo (v/v) y dos lavados con 3 ml de Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v),
siempre recuperando el sobrenadante para lavarlo con el siguiente reactivo. Finalmente, ef
DNA se precipitd con una solucién de Cloruro de sodio 60 mM en Etanol absoluto a -20°C. El
DNA se recuperd con un asa de vidrio y se enjuagd con etanol al 70%. Posteriormente se dejé
secando hasta la evaporacién total del etanol y se resuspendié en 200 pl de agua bidestilada
estéril. Por ltimo se cuantificé por espectrofotometria a una longitud de onda (A) de 260 nm.

Se cuantificd la concentracidén de impurezas como fenol y proteinas a una A de 240 y 280 nm

respectivamente. Se consideré como criterio de pureza el cociente DO2gp/DO240 ¥
DO760/DO2gp mayor o igual a 1.6, y menor de 2.0. La concentracién de DNA en pg/ul se
obtuvo multiplicando el valor de DOyg0 por 0.05 (constante) y por la dilucién empleada
(1:200):
Concentracion de DNA (ug/ul) = (DO760)(dilucidn)(50 pg de DNA);
en donde 50 ug de DNA= 1 DO3g0
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Se verifico la integridad dei DNA extraido en un gel de agarosa at 0.7% tefiido con
bromuro de etidio (5 mg/ml}). La electroforesis se corrid a t00 volts por 20 minutos y se

observd en un transiluminador con luz ultravioleta.

V.5.2 Tipificacion de los genes HLA clase I y II:

lLa reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacién, en forma
exponencial, de un fragmento de DNA manejando una serie de temperaturas en forma ciclica

para desnaturalizar, alinear y extender un fragmento especifico de DNA,

V.5.2.1 Amplificacién por Reacciéon en cadena de la Polimerasa:

Ei DNA de cada individuo se utilizé como molde para la amplificacién de los exones
polimérficos 2 v 3 de los genes HLA-A (314 y 480 pares de bases (pb) respectivamente) y
HLA-B (355 v 376 pb), vy el exdn 2 (272 pb) del gen HLA-DR, por medio de la PCR,
utilizando oligonucleétidos biotinilados y deoxinucledtidos trifofatos (dNTP’s) con el uso de
™

deoxiuridina en lugar de deoxitimidina, provistos en un equipo comercial (DYNAL REL

S$SO Amplicor; Hoffman La Roche, Basel, Switzerland). La mezcla de reaccion fue la

siguiente:
Reactivo Volumen [Stock] [Final]
H,O 8.00 ul
Master Mix 10.00 pl 10X 1 X
Taq Polimeraza 0.25 pl 5 U/ul 1.25U
MgCly 75 pl 30 mM 1.5 mM
DNA 1.0 ul 200 ng/ul 200 ng

Los reactivos se mezclaron siempre en el mismo orden.
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¢ Se colocé et DNA de cada paciente en un tubo de reaccién y después se le adiciond la

mezcla de reaccion.

+ Dicha mezcla se homogeneizd suavemente por agitacidn y se colocd en un termociclador

(Thermal Cycler 9700 de Perkin Elmer) con el siguiente programa:

Proceso

Desnaturalizacion

Desnaturalizacion
Alineacioén
Extension

Desnaturalizacion
Alineacion

Extension

Incubacién

Temperatura

94°C

94°C
60°C
72°C

94°C
55°C
72°C

4°C

Tiempo Ciclos

2 min, !

20 seg.
40 seg. 35
20 seg.

15 seg.
20 seg. 1

] min.

Permanente.

Una vez que concluyé la amplificacién, se tomaron 7ul del amplificado y se

mezclaron con 3l de colorante acarreador (Rojo de Cresol o Azul de Bromofenol) para

verificar el producto amplificado por electroforesis en gel de agarosa al 2.5 %, con un

corrimiento a 100 volts por 15 min. El gel se tifi¢ con 1pi de Bromuro de Etidio (Smg/ml), y

se¢ observd en un transifuminador (con luz UV). Se utilizé lug del marcador de pesos

moleculares DNA Leader 100 pb (Boheringer Manheimhein) para cotejar el amplificado.

V.5.2.2 Tipificacion por Dot-blot inverso:

Para tipificar los alelos HLA amplificados por PCR, se utilizaron oligonucledtidos de

secuencia especifica (SSO) para los diferentes alelos de cada gen, adheridos a una membrana

de nylon en forma de tiras delgadas. Los productos de PCR obtenidos (amplicones) se

mezclaron con 25 ul de solucién de desnaturalizacién (EDTA al 3%, NaOH al 1.6% y azul de
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Timol) y se incubaron por 10 min. a TA. Las tiras con los 880 a hibridar, se marcaron en uno
de sus extremos para identificarias y se colocaron en recipientes adecuados para su
procesamiento. Posteriormente se les agregaron 2 ml. de amortiguador de hibridacion
precalentade a 51°C (PBS, EDTA al 1% y ProClin 150) junto con el amplificado ya
desnaturalizado, y se colocaron en estufa de incubacidén a 50°C por 30 min. con agitacion
constante, para promover la hibridacién entre los amplicones y los SSO. Enseguida, se
decant6 la selucidn de hibridacién y el resto del amplificado y se hizo un lavado rapido con 2
ml. de amortiguador de lavado {PBS, SDS concentrado) a TA y un lavado més prolongado
con 2 ml. de amortiguador de favado a 51°C por 15 min. y agitacidon constante. Después de
obtener las tiras con los SSO hibridados con los productos de PCR, se decantd la solucién de
Javado y se procedié a revelar las sondas por medio de un conjugado estreptoavidina-
peroxidasa. Las tiras se colocaron en recipientes adecuados y se les agregé el conjugado (1.1
ml. de solucién de lavado a temperatura ambiente + 3.3 pl del conjugado estreptoavidina-
HRP), con el cual se incubaron durante 15 min. con agitacidn constante y a TA. Se realizaron
dos lavados mas de 5 min. cada uno con solucton de tavado a TA y agitacién constante y un
lavado final con amortiguador de citratos (Citrato de sodio 10 mM ph= 7.4 y H,0, al 0.01%)
por 5 min. a TA. Finalmente, se decanto el sobrenadante y las tiras se revelaron con | ml. del
sustrato 3,3°,5,5"- Tetrametilbenzidina (TMB) al 0.1% y dimetilformamida al 40%, ambas en
amortiguador de citratos, con agitacién constante y durante 3 min. o hasta obtener la
intensidad del color deseado. Una vez reveladas las tiras, la reaccion se detuvo decantando el
sobrenadante y lavando exhaustivamente las tiras con agua bidestilada.

La tipificacidn de alelos en cada paciente se realizd por e} patrén de lectura observado
en las lineas azules que se observaron sobre cada una de las tiras que contienen los S5O
hibridados con el preducto el PCR especifico para cada gen que se amplificd. Las lineas

azules se feyeron con una mascarilla especial proporcionada por ia casa comercial, y el patrén
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de lectura se determind con un software especial disefiado por la misma compafiia comercial

(F Hoffman La Roche Ltd, and Roche Molecular Systems, Inc.).

V.5.3 Analisis por RFLP’s del promotor de TNF-a:

Para ¢l analisis de las regiones promotoras -238 y -308 del gen TNF-qa, se incluyeron

54 individuos Mexicanos infectados con 7. cruzi (27 asintométicos y 27 crénicos) y 169

individuos sanos como ¢ontroles,

V.5.3.1 Amplificacién por Reaccién en cadena de la Polimerasa:

La PCR se realiz6 utilizando oligonucledtidos modificados (intciador forward: 5’-
AAACAGACCACAGACCTGGTC-3? € intciador reverse: 5-
CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC-3"), que incluyen dos sitios de restriccion (bases
subrayadas) para la enzima BamH] (Skoog T et al. 1999). El polimorfismo de TNF-308 T1/T2
se analizd con los iniciadores forward 5-GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3" y
reverse 5'-GGGACACACAAGCATCAAG-3’, con un sitio de restriccién para Ja enzima

Neol (Wilson AG et al. 1992). La mezcla de reaccidn fue la siguiente:

Reactivo Volumen [Stock] [Finail

H,0 10.5  ul

Amortiguador taq 25 10 X P X
dNTPs 40 pnl 1.25 mM 1 mM
Otigonucledtido F 25 ul 5  pmol/ul 12 pmol
Oligonucledtido R 25 ol 5  pmol/ul 12 pmol
Taq Polimerasa/Stoftel 0.175 ul 10 U/nl 1.75U
MgClhy 20 pl 25 mM 2 mM
DNA 1.0 pl 100 ng/ul 100  ng

Los reactivos se mezclaron siempre en ¢l misma orden.
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o Se colocd el DNA de cada paciente en un tubo de reaccion y despuds se le adiciono la

mezcla de reaccion.

» Dicha mezcla se homogeneizé suavemente por agitacion y se colocd en un termociclador

(Thermal Cycler 9700 de Perkin Elmer) con el siguiente programa:

Proceso

Desnaturalizacién
Desnaturalizacion
Alineacioén

Extension

Extension

Incubacion

Temperatura

94°C

94°C

60°C

72°C

72°C

4°C

Tiempo Ciclos

2 min. ]
20 seg.
40 seg. 35
20 seg.

5 min. ]

Permanente.

V.5.3.2 Anadlisis con endonucleasas de restriccion:

Este tipo analisis se llevé a cabo en los productos de PCR de cada individuo con las

enzimas BamHI y Neol, con el fin de observar la segregacién de los diferentes alelos y

genotipos de cada individuo, de acuerdo a su patrén electroforético. La reaccion de digestion

se llevé a cabo en tubos de reaccidn con ta siguiente mezcla:

Reactivo

Producto de PCR

Enzima

Amortiguador de la enzima

H,0

Concentracién

1 pg
5U
1X

Aforara 30 pl
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ta mezcla de restriccion se incubd de 2 a 12 horas a 37°C. Posteriormente, se tomaron

20 pl det producto restringido para analizarlos en electroforesis de poliacrilamida al 9%

lemdo con plata.

V.6 Analisis de Resultados:

Los datos obtenidos en las muestras analizadas por citometria de flujo fueron
recopilados y se les aplico la prueba de Shapire-Wilk para saber si se distribuyen o no como
una Normal. Aquellos datos que presentaron una distribucién normal, se analizaron con la
prucba de 1 para dos grupos (infectados y sanos) o por andlisis de varianza cuando se
compararon tres grupos (CCC, asintométicos y sanos). Los datos no distribuidos como una
Normal, se analizaron con la U de Mann-Whitney para dos grupos y con la prucba de
Kruskal-Wallis para tres grupos. En todas estas pruebas estadisticas se tomé en cuenta un
valor de p < (.05 para decidir la significancia de los datos comparados.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los genes HLA y TNF-a analizados se
obtuvieron por conteo directo. En cada grupo de estudio se evalué el equilibrio de Hardy-
Weinberg por medio de Ja prueba de chi-cuadrada (X%). Las diferencias entre grupos se
determinaron usando la prueba de X® de Mantel-Haenzel, la cual combipa tablas de
contingencia de 2x2 usando el programa estadistico EPIINFO (V. 5.0; USD Incorporated
1990, Stone Mountain, GA, USA). Cuando el nimero comparado en alguna celda fue menor a
5, se utilizé la prueba Exacta de Fisher. El valor de p se corrigié (pC) multiplicando su valor
por el nimero de comparaciones realizadas en cada locus, con nivel de significancia
establecido como pC<0.05. El riesgo relativo con intervalo de confianza del 95% (IC) se

evalud como razén de momios (RM} utilizando el método de Woolf.
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VI. RESULTADOS:

V1.1 Estudio Clinico:

Se captaron 66 individues con anticuerpos circulantes anti-7. cruzi, demostrados por
ensayo inmunocnzimatico en fase sélida (ELISA) v por la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IF1). Dichos individuos fueron captados en el Banco de Sangre, la consulta externa
y el servicio de hospitalizacién del Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chéavez”, El
46.9% fueron del sexo femenino y el 53.1% fueron varones. De ellos, el 51.5% no
presentaron sintomatologia y, al ser entrevistados, proporcionaron datos como habitar o haber
habitado en zonas endémicas de la enfermedad, conocer al vector transmisor (Chinche
besucona) y recordar haber estado en contacto con éste insecto. La edad promedio de estos
individuos fue de 41 + 3 afios. Los restantes 34 pacientes (48.5%) presentaron ECG anormal,
caracterizado principalmente por bloquec parcial o completo de la rama derecha, taquicardia y
extrasistoles ventriculares y cardiomegalia grado I o [I. La edad promedio de estos pacientes
fue de 60 + S affos. El grupo de comparacion consistié en individuos aparentemente sanos,
quienes no mostraron signos de enfermedad cardiaca ni anticuerpos circulantes contra el
parsito. Fueron elegidos al azar, en ¢l Banco de sangre, tomando en cuenta su origen ¥
residencia, de tal suerte que comparticran semejantes caracteristicas medicambientales y
socioecondmicas que los individuos infectados. El 59% fueron mujeres con edad promedio de
35 + 6 affos y el 41% fueron hombres con edad promedic de 38 + 6 afios. Ei nimero de
individuos analizados con las diferenies técnicas tuvo variaciones que tuvieron que ver con la
calidad del material analizado, en la mayoria de los casos, y con la disponibilidad de los

productos en otros casos. Para cada andlisis se muestran los valores de n analizados.
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VI.2 Perfil de Citocinas:

El estado inmune de los individuos infectados con 7. cruzi (asintorniticos y crénicos)
y de los controles, se observo midiendo el porcentaje de células positivas a diferentes
anticuerpos. Asi pues, se analizaron 32 individuos infectados, de los cuales t7 fueron
asintomaticos y 5 presentaban CCC. Se escogid una muestra de 10 individuos sanos como
grupo de comparacion negativo. Se marcaron linfocitos T cooperadores (CD4™) y T
citotoxicos (CD8) y en cada uno de ellos se midieron citocinas tipo Th1, como la interleucina
2 y el Interferon gama (I1L-2, IFN-y) y de tipo Th2 (IL-4), ademé&s de sus receptores CD25
para [L-2 y CD132 para IL4, y un marcador de activacién temprana (CD69). Como control
interno de isotipo, se usaron MABs anti 1Gg2a e [gG1 de ratén. La figura 11 muestra un panel
de graficas en las que se puede apreciar la region de células CD4" 0 CD8" que se analizaron y
los cuadrantes analizados que dan idea de tas marcas positivas o dobles positivas para las
diferentes fluorescencias detectadas. La tabla 2 muestra los porcentajes de células positivas y
dobles positivas, con distribucidn normal, detectados en los individuos infectados comparados
con el grupo control en células CD4+ y CD8+. En éste andlisis se puede observar que los
individuos infectados presentan un incremento significativo de células tanto CD4+ como
CD8+ con mayor expresion del receptor para IL-2, CD25 (p < 0.05 en ambos casos). Por otro
lado, podemos observar también un aumento significativo de células positivas para
CD132/1L4 en células CD8+ de individuos infectados comparados con el grupo de individuos
sanos (p = 0.031). Los datos de subpoblaciones linfocitartas que no se distribuyeron como una
normal, se analizan en la tabla 3, en donde podemos observar las percentiles a 25%, 50% vy
75% para diferentes marcadores (IL-2, [L-4, IFN-y y CD69) en células CD4+ y CD8+. En
este analisis detectamos una disminucién significativa de la produccidn de citocinas (1L-2, 1L-
4 e IFN-y) en ambas subpoblaciones celulares (CD4+, CD8+) y un aumento significativo de

células activadas, denotado por el marcador CD69, también en ambas poblaciones (CD4+,
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CD8+), todo ello en individuo infectados comparados contra valores obtenidos en individuos
sanos (p = 0.0002 en ambos casos). Cuando dividimos a los individuos infectados en
asintométicos y con CCC y los comparamos entre ellos y contra el grupo de individuos sanos,
observamos los porcentajes vertidos en las tablas 4 y 5 para células CD4+ y CD8+
distribuidos y no distributdos como una normal, respectivamente. En la tabla 4 observamos un
considerable aumento en la expresion de CD23, tanto en células CD4+ como en CD8+, tanto
en individuos asintomaticos como con CCC, comparados con los individuos sanos (p = 0.001
y p = 0.0001, respectivamente). Al igual que cuando se compararon los individuos infectados
contra los sanos, podemos observar en la tabla 5 una disminucién de la expresion de las
citocinas IL-2, IL4 ¢ IFN-y tanto en las células CD4+ como en las CD8&+, de individuos
asintomaticos como con CCC, comparados con el grupo de individuos sanos con valores de p

muy signiftcativos. De la misma forma, se observa un aumento de células CD4+ o CD&~+
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activadas en individuos asintoméaticos o crénicos comparados contra el grupo de individuos

sanos (p = 0.0002 y p = 0.0008 respectivamente).

Tabla 2. Porcentaje de células CD4” y CD8" de individuos infectados con T cruzi e
individuos sanos, marcadas con diferentes anticuerpos (Media + Desviacién estindar).

Infectados Sanos
CD4+ (n=132) (n=10) P
Anticuerpo
CD2s5 29274+ 13.57 505+ 345 < 0.05
CD132 1585+ 22.75 32.97 +15.05
CD§+
CD25 14.60 + 10.80 062+ 036 <0.05
CD132 26.35+1928 27.63+12.06
CDI132/IL-4 17.24 +17.89 8.50+ 7.33 0.031

Dratos distribuidos como una normal. Prueba de f para dos grupos con p < 0.05.
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Tabla 3. Células CD4+ y CDE&+ de individuos infectados con T. cruzi (1) e individuos sanos
(2), marcadas con diferentes anticuerpos. Se muestran sélo los datos relevantes.

CD4+
Anti- Grupos 25% Mediana 5% p
IL-2 1 0.04 0.075 0.215
2 0.61 0.755 1.45 0.0007
1L-4 1 0.02 0.065 0.205
2 0.58 1.075 1.65 0.0036
IFN-y ] 0.07 0.185 0.55
2 0.36 0.565 1.91 0.0147
CD69 1 0.06 0.19 3.87
2 0.02 0.025 0.04 0.0002
CD8§+
Anti- Grupos 25% Mediana 75% p
IL-2 1 0.03 0.085 0.385
2 0.34 0.53 1.58 0.0085
IL-4 1 0.00 0.02 0.63
2 0.31 0.8 1.20 0.0028
IFN-y 1 0.045 0.125 0.375
2 0.29 0.52 0.98 0.0097
CD69 | 0.145 0.57 7.6
2 0.01 0.04 0.06 0.0002

Datos no distribuidos como una Normal. U de Mann-Whitney con p < 0.05.
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Tabla 4. Células CD4+ y CD8+ de individuos asintomaticos, pacientes con CCC e individuos
sanos, marcados con diferentes anticuerpos (Media + Desviacidn estandar).

Asintomaiticos Con CCC Sanos
CD4+ (n=17) (n=15) (n=10Q)
Anti-
CD2s 30,50+ 12.79 27.884+ 14.73 5.05+ 3.45°
CDI132 37.10+23.84 3442 +22.20 32.97 + 15.05
CD8+
CD25 16.66+11.16 12.26 +10.24 0.62+ 0.36°
CD132 2478 + 16.86 28.13+22.19 27.63+12.06
CD132/1.4 22.27 + 18.67 11.54 + 15.63 85 + 733

* Disminuido comparado contra asintomdticos y crénicos (p = 0.001).
® Disminuido comparado contra asintomaticos y crénicos {p = 0.000).
Datos distribuidos como una normal. Analisis de varianza para tres grupos con p < 0.05.

V1.3 Perfil de Antigenos HLA Clase I y II;

La figura 12 muestra un gel de agarosa al 2.5% en el cual se pueden apreciar los
productos de PCR obtenidos al amplificar el exdén 2 (314pb) y 3 (480 pb) del gen HLA-A. Se
analizaron, en primera instancia, a los individuos asintomaticos y con CCC englobados en un
solo grupo como individuos infectados y se compararon sus frecuencias génicas contra las
obtenidas en el grupo de individuos sanos (control). La tabla 6 muestra las frecuencias
alélicas de Jos individuos infectados y del grupo control. El andlisis estadistico de ellos, reveld
un incremento de la frecuencia de los alelos HLA-B39 (pC=4.3 X 10'5, RM= 335} vy DR4
(pC= 1.8 X 10°, RM= 2.91) en los individues infectados comparados contra los sanos. Ef
andlisis de los subtipos DR4 indicd que los alelos més frecuentes, tanto en los infectados
como en el grupo control, fueron DR*0407, *0403 y *0411. Estos subtipos tuvieron una
distribucién relativa muy semejante en ambos grupos, con lo cual podemos observar que

ambos grupos comparten un similar trasfondo genético.

57



Tabla 5. Células CD4+ y CD8+ de individuos asintomaticos (1), pacientes con CCC (2) e

individuos sanos {3), marcados con diferentes anticuerpos. Se expresan los datos relevantes.

CD4+
Anti- Grupos 25% Mediana 75% p
1L-2 ! 0.04 0.07 0.12
2 0.03 0.4 0.67
3 0.61 0.755 1.45 0.0021]
1L-4 ] 0.01 0.05 0.18
2 0.06 0.11 0.23
3 0.58 1.075 1.65 0.0609
IFN-y ] 0.07 0.)00 0.23
2 0.12 0.42 0.90
3 0.36 0.565 1.91 0.0153
CD69 1 0.12 0.21 17.16
2 0.03 0.10 0.67
3 0.02 ' 0.025 0.04 0.0002
CD§+
Anti- Grupos 25% Mediana 75% P
IL-2 I 0.03 0.085 0.24
2 0.03 0.22 0.69
3 0.34 0.53 1.58 0.028
1.4 1 0.00 0.02 0.13
2 0.00 0.02 0.76
3 0.31 038 1.20 0.0109
IFN-y 1 0.04 0.09 0.15
2 0.05 0.21 0.47
3 0.29 0.52 0.98 0.0161
CD69 1 0.17 0.58 13.95
2 0.12 0.56 2.44
3 0.01 0.04 0.06 0.0008

Datos no distribuidos como una Normal. Prueba de Kruskal-Wallis para tres grupos con p < 0.05.
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Fig. 12 PCR de los exones 2 (3{4pb) y 3 (480pb} del gen
HLA-A. Bromuro de Etidio. MPM= Marcador de pesos
moleculares ¢X138-Haelil.

Para investigar el efecto de los
genes del sistema principal de
histocompatibilidad en la
susceptibilidad genética para desarrollar
la fase crénica de la enfermedad, se
analizé la distribucion de los antigenos
HLA clase 1 y Il en los grupos por
separado. Es decir, asintométicos, con

CCC vy sanos. El andlisis estadistico

indicd un incremento significativo en la frecuencia del alelo HLA-A68 en los asintomaticos

comparados con el grupo CCC (pC= 0.014; RM= 4.99) y contra el grupo control (pC=0.014,

RM= 2.94), como se observa en la tabla 7. Las frecuencias alélicas de]l HLA-B se pueden

observar en la tabla 8. Como podemos damos cuenta, el grupo de pacientes con CCC presenta

3  MPM

Fig. 13 PCR def exén 2 (272pb) del gen HLA-DR. Bromure
de Etidio. MPM= Marcador de pesos moleculares Haelll.

un incremento en la frecuencia del
HLA-B35 cuando se compara con el
control (pC= 0.048; RM= 2.56), pero
no cuando se compara contra los
asintomaticos. Por otro lado, la

frecuencia del HLA-B39 presenta un

incremento  significativo en los

individuos asintomaticos cuando se

compar6 contra el grupo CCC (pC= 0.001; RM= 4.46) y contra el grupo control (pC < 1x107%;

RM= 7.62). En cuanto a los alelos HLA de clase Il, se puede apreciar el amplificado del exén

2 (272 pb) del gen HLA-DR en la figura 13 y en la figura 14 se muestra el patrén de

hibridacion, por dot reverso, en algunas tiras de diferentes pacientes analizados para el gen
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DR. Por otro lado, en la tabla 9 (pdgina 66), podemos observar un incremento significativo de
la frecuencia del HLA-DR4 en individuos asintomadticos cuando se comparan con el grupo
control (pC= 2 x 107; RM= 3.7). El grupo de pacientes con CCC 1ambién present¢ una
frecuencia elevada del HLA-DR4 al compararlo con los individuos sanos (pC= 0.05, RM=
2.26). Owo alelo cuya frecuencia se observgd elevada al compararlo tanto con 1os
asintomaticos como con ¢l grupo control, fue el HLA-DR16 de pacientes con CCC (pC= 0.05;

RM=No determinado y pC= 0.02; RM=3).
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Fig. 14, Dot-Blot Reverse para HLA-DR

60



Tabla 6. Frecuencias génicas (fg) de los alelos HLA-A, -B y -DR en individuos infectados con

T. cruzi y coniroles sanos.

Individuos Controles
Infectados Sanos
(n=64) (n=127)
Alelo n fg n fg pC RM
A2 50 0.396 76 0.299 NS 1.50
A3 1 0.007 17 0.066 NS 0.11
(n=63) (n=127)
Bl14 2 0015 14 0.55 NS 0.28
B35 30 0238 36 0.141 NS 1.89
B39 46 0.365 33 0.129 43X 107 3.35
B48 4 0.031 2 0.007 NS 4.13
B51 2 0.015 17 0.066 NS 0.22
BS52 8  0.063 7 0.027 NS 2.39
(n= 66) (n=127)
DR 4 64  0.484 62 0.244 1.8x10° 291
DR 7 30 0022 26 0.102 NS 0.20
DRI 1 0.007 18 0.070 NS 0.10

Solo se presentan los alelos relevantes.

pC= p corregida, NS= no significativo, RM= Razén de momios.
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Tabla 7. Frecuencias génicas (fg) del gen HLA-A en individuos infectados con T. cruzi
fasintomdaticos y con cardiomiopatia) y controles. Se muestran solo los alelos relevantes.

Individuos Controles
Asintomaticos CcCcC

(n=31) (n=33) (n=127)

HLA n fg n fg n fe
Al 2 0.032 2 0.030 I8 0.070
A2 22 0.354 29 0.439 76 0.299
A3 0 0.000 ] 0.015 17 0.066
All ! 0.016 0 0.000 10 0.039
A24 13 0.209 i3 0.196 43 0.16%9
A29 2 0.032 0 0.000 11 0.043
A3l 2 0.032 9 0.136 14 0.055
A68 16 0.290° 5 0.075 31 0.122

* Incrementado &l compararlo con el grupo CCC (pC= 0.022, RM= 4.99) y contra el control (pC= 0.014, RM=
2.94).
pC= p corregida, RM= Razdn de momios.

VI.4 Polimorfismo del promotor del TNF-a:

La figura 15 muestra el andlisis por RFLP’s del promotor -308 del gen TNF-a en
varios individuoes, en donde se pueden apreciar ios sitios de corte y no corte para la enzima
NcoHL. En la misma figura podemos apreciar el genotipo homocigoto para el corte (T1/T1) o
para el no corte (T2/12) y el heterocigoto (T1/T2) en los individuos ahi analizados. La tabla
10 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del promotor de TNF-a
(posiciones -238 y -308) observadas en el grupo total de pacientes infectados con 7. cruzi y
controles sanos. Se observé que ambos grupos se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg. El grupo de pacientes infectados mostré incremento de la frecuencia del alelo -308

T2 (A} al compararlo con el grupo control (pC= 0.008, RM= 3.03, IC 95%= 1.29-7.12). Por
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otro lado, s¢ observo disminuida la frecuencia del alelo -308 T1 (G) al comparar contra ¢l

grupo de individuos sanos (pC= 0.008, RM=0.33, [C95%= 0.14-0.78).

Tabla 8. Frecuwencias génicas (fg) del gen HLA-B en individuos infectados con T. cruz
{asintomdticos y con cardiomiopatia) y controles. Se muestran solo los alelos relevanies

Individuos Controles
Asintomaticos CcCC

(n=31) (n=32) (n=127)

HLA n fg n fg n fg
B7 0 0.000 2 0.031 i3 0.051]
BI4 0 0.000 2 0.031 14 0.055
B15 3 0.048 5 0.078 13 0.051
B35 11 0.177 19 0.296 36 0.141
B39 33 0.532° 13 0.203 33 0.129
B40 4 0.064 9 0.140 21 0.082
B44 1 0.016 3 0.046 21 0.082
B48 2 0.032 2 0.031 2 0.007
Bs51 ] 0.016 ] 0.015 {7 0.066
B52 2 0.032 6 0.093 7 0.027

* Incremenlada al compararla con el grupo control (pC= 0.048, RM= 2.36).
® Incrementada en contra del grupo CCC (pC= 0.001, OR= 4.46) y en contra del control (pC< 1x10°°, RM=
7.62).

pC= p corregida, NS= no significativo, RM= Razdn de momios.

Para establecer la participacién del polimorfismo det promotor de TNF-o en el
desarrollo de fa CCC, se analizaron las frecuencias génicas y alélicas por separado, tanto en ¢l
grupo de pacientes con CCC como en los asintomaticos y en los individuos sanos (Tabla 11).
El andlisis estadistico mostré incremento de la frecuencia alélica -308 T2 (A) y genotipica -

308 TIT2 (AG) en el grupo de pacientes con CCC cuando se compararon con los
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asintomaticos  (pC= 0.0002, RM= No definida y pC= 0.003, RM= No definida,
respectivamente); y también al compararlos contra los controles (pC= 4x107, RM= 7.02,

[C95% = 2.87-17.22 y pC = 0.0006, RM = 5.29, 1C95% = 1.8-15.46). Todos los pacientes

310 |

| 281
234 |
194

. Acril-Bisacrifamida 12% T1/T1 T1/T2 T2/T2

Figura 15 RFLP s para la region promotara 308 del TNF-ce Los carriles ! al 5, 6y 7, muesiran el sitio de
corte para la enzima Baml. Los carriles 10y 11 muestran el no corte para la enzima y el carril 7 muestra
un genotipo Aeterocigoto para esie polimorfismo. Ef producto de PCR es de 107 pb y la erzima corta 20 pb.

positivos para el alelo T2 (A), presentaron cardiopatia chagasica crénica. Por otro lado, se
observd disminucion de la frecuencia alélica -308 T1 (G) en los pacientes crénicos
comparados con el grupo de asintométicos (pC= 0.0002, RM= No definida) y con los
individuos sanos (pC= 4x107, RM= 0.14, IC95%= 0.06-0.35). Asi mismo, los pacientes con
CCC mostraron incremento de la frecuencia genotipica -308 T2T2 (AA) al ser comparada con
el grupo control (pC= 0.012, RM= No definida) y disminucion de la frecuencia genotipica

TIT1 (GG) comparada con los individuos asintométicos (pC= 0.0006, RM= No definida).

64



Tabla 9. Frecuencius génicas (fg) del gen HLA-DR en individuos infectados con T. cruzi
{asintomaticos y con cardiomiopatia) y controles. Se muestran solo los alelos relevantes.

Individuos Controles
Asintomaticos CCC

(n=34) (n=32) (n=127)

HLA n fg n fg n fg
DR1 1 0.014 2 0.031 15 0.059
PR3 7 0.102 0 0.000 11 0.043
DR4 37 0.544° 27 0421° 62 0.244
DR7 2 0.029 1 0.015 26 0.102
DR8 7 0.102 13 0.203 41 0.161
DR13 4 0.058 2 0.031 1] 0.043
DR14 5 0.073 12 0.187 29 0.114
DRI15 [ 0.014 0 0.000 18 0.070
DR16 0 ¢.000 7 0.109° 6 0.023

* Incrementado al compararlo contra los controles {(pC= 2 x ]0'5, RM=3.7).

® Incrementado al compararlo contra los controles (pC=0.05, RM= 2.26).

‘ Incrementado comparado contra asintométicos (pC=0.05, RM= No determinedo), y contra contrales (pC= 0.02,
RM= 5.0).

pC= p corregida, NS= no significativo, RM= Razdn de momios.
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Tabla 1. Frecuenciay alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo del promotor de TNF-
a (posiciones -238 y -308) en pacientes infectados con T. cruzi y en individuos sanos

{control).
Pacientes Controles
(n=53) (n=169)
TNFa-238
Alelos n fa n fa pC RM IC9%%
A 5 0.047 23 0.068 —— e -
G 101 0.952 315 0.932 . e eeae
Genotipos n fg n fg
GG 48  0.906 147 0.869 e
AG 5 0.094 21 0.124 .
AA 0  0.000 1 0.006 . e e
TNFa-308 {n=54) (n=162)
Alelos n fa n fa pC OR IC95%
T1 95 0.880 310 0956 0.008 033 0.14-0.78
T2 13 0.120 14 0.043 0.008 3.03 1.29-7.12
Genotipos n fg n fz
TiT1 43 0.796 148 0913 e e e
TiT2 9 0.166 14 0.086 cmen e e
T2T2 2 0.037 0 0.000 e e

pC= p corregida. RM= Razdn de Momios. IC= Intervalo de Confianza.
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Tabla 11. Frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo del promotor de TNF-
a (posiciones -238 y —308) en pacientes con Cardiopatia Chagdsica Cronica (CCC),
mdividuos asintomaticos y en individuos sanos {control).

Pacientes con CCC Asintomaticos Control
(n=26) (n=27 (n= 169)
TNFx-238
Alelos n fa n fa n fa
A 4 0.077 1 0.018 23 0.068
G 48 0.923 53 0.981 315 0.932
Genotipos n fg n fg n fe
GG 22 0.846 26 0.963 147 0.869
AG 4 0.154 ] 0.037 21 0.124
AA 0 0.000 0 0.000 1 0.006
TNFo-308 (n=27) {n=27) (n=162)
Alelos n fa n fa n fa
T1 41 0.759° 54 1.0 310 0.956
T2 13 0.240° 0 00 14 0.043
Genotipos n fe n fg n fg
TiTl 16 0.592° 27 1.0 148 0913
TIT2 9  0.333° 0 00 14 0.086
T2T2 2 0.074° 0 0.0 0 0.000

* Dismninuido al comparar con los individuos asintométicos (pC= 0.0002, RM= No decfinida) y contra el grupo
control (pC= 4 x 107, RM= 0.14, 1C95%= 0.06-0.35).

® [ncrementado al comparar con los individuos asintomiticos (pC= 0.0002, RM= No definida) y conlra ¢ grupo
control (pC= 4 x 107, RM= 7.02, 1C95%~ 2.87-17.22).

* Disminuido al comparar con log individuos asintomaticos {pC= 0.0006, RM= No definida).

4 Incrementado al comparar con los individuos asintométicos (pC= 0.003, RM= No definida) y contra el grupo
control (pC= 0.0006, RM= 5.29, [C35%= 1.8-15.46).

* Incrementado al comparar con el grupo control {pC= 0.012, RM= No definida).

67



VII. DISCUSION:

La enfermedad de Chagas se conoce desde principios del siglo pasado (Chagas,
1909) y aiin no se ha encontrado cura para éste mal. Es una de las principales infecciones
parasitarias endémicas de América y la OMS ha calculado que existen méas de 20 millones
de personas en riesgo de adquirirla. Por otro lado, el hecho de que algunos individuos que
habitan en zonas endémicas sean resistentes a adquinr la infeccidn y que, de los infectados,
s6lo un pequefio nimero desarrollen la fase cronica de la enfermedad, nos puede hacer
pensar que existen factores genéticos que pueden estar actuando para conferir resistencia o
susceptibilidad al desarrollo de ésta enfermedad. Como ya se ha apuntado, existen
diferentes hipotesis que tratan de explicar los mecantsmos de dafio dentro de la patogenia
de ésta enfermedad. El dafio mecanico que causa el parasito al anidarse en células, sobre
todo de tejido muscular en general, puede provocar desinervacion de tejidos que causen una
disfuncién def 6rgano involucrado, ademas del dafio que las mismas células experimentan
al romperse para que el parasito pueda liberarse y seguir infectando a otras células,
formando asi ciclos de infeccién y destruccidn que poco a poco y, a lo largo del tiempo,
van provocando el deterioro crénico de los o6rganos afectados. Otras hipdtesis han
involucrado mecanismos autoinmunes en el desarrolio de ia enfermedad de Chagas.
Aprovechando la oportunidad de medir citocinas en individuos asintomaticos y crénicos
que asistieron al Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”, y observando que la
gran mayoria de informacidn que se¢ tiene al respecto del patrén de citocinas que despliega
un organismo ante las diferentes fases, sobre todo la aguda, de ésta enfermedad; en éste
trabajo quisimos observar el estado inmunolégico basal que presentaban los individuos

arriba mencionados, al momento de llegar a su consulta periddica o al hacer una donacién
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en el Banco de sangre del propio instituto y mostrar anticuerpos circulantes anti- 7. cruzi.
Las muestras sanguineas de los individuos analizados aqui, fueron marcadas con los
diferentes anticuerpos sin tratamiento previo alguno, es decir, sin estimular a las células con
alglin compuesto que provoque la expresion de diversas citocinas. En este sentido, nuestras
observaciones, de acuerdo a los resultados ya mostrados, fueron que los individuos
infectados con el parasito, sean asinlomaticos o crénicos, presentan un mayor numero de
células T (CD4+ o CD8+) activadas que los individuos sanos. Por otro lado, éstos
individuos presentan también una mayor cantidad de receptores para IL2, que de las
mismas citocinas y tal vez se expresen en menor proporcion en células CD8+ que en las
CD4+. Se sabe que existen diversos mecanismos que controlan la discriminacién de lo
propio y lo no propio, los cuales incluyen la delecién timica de células T autoreactivas y ta
induccidn de anergia en la periferia. Ademas de estos mecanismos pasivos, se¢ ha ido
acumulando evidencia que apoya la supresién activa de autoreactividad por una poblacién
de células T supresoras o reguladoras que coexpresan CD4 y CD25 (cadena o del receptor
de IL-2). Las células T CD4" CD25" son potentes inhibidoras de la activacién de células T
tanto in vivo como in vitro. Aunque el concepto de supresién mediada por células T se
propuso hace mas de 30 afios, recientes estudios en modelos animales de autoinmunidad
han retomado el interés en la existencia de un subgrupo de linfocitos que suprimen
especificamente la respuesta inmune (Shevach EM, 2000). Las células T CD4" CD25"
representan una de las subpoblaciones bien caracterizadas de células T reguladoras y
previenen ¢l desarrotlo de enfermedades autoinmunes que aparecen después de tres dias de
timoctomia, la transferencia de enfermedad mediada por clonas de células T autoreactivas o

enfermedades inducidas por poblaciones de células T CD4+ que son repletadas de células T
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reguladoras (como CD4' CD25°, o subgrupos CD4* CD45RB™") (Sakaguchi S 2000).
Ademas, una deficiencia parcial de células T CD4” CD25" puede contribuic a la
susceptibilidad genética de autoinmumdad como se observa en los ratones NOD, los cuales
desarrollan diabetes mellitas msulina dependiente en forma espontinea (Salomén B et al,
2000). Las células T CD4" CD25" suprimen la proliferacién de células T CD4' CD25 o
CD8+ y la produccién de citocinas, como IL-2 e IFN-y, in virro (Thormton AM and
Shevach EM, 1998; Piccirillo CA and Shavach EM, 2001). En el presente estudio, pudimos
corroborar estas observaciones debido a que encontramos disminucidn de éstas citocinas,
ademas de IL-4, en todos los individuos infectados (ya sean asintométicos o cronicos)
comparados con individuos sanos. Los mecanismos por los cuales estas células reguladoras
median sus efectos supresores no estan bien esclarecidos; sin embargo, en muchos estudios
se ha observado que la supresién que generan es dependiente del contacto celular mas que
por citocinas como 1L-4 o JL-10. Finalmente, en este estudio por citometria de flujo, no
pudimos observar una polarizacion de la respuesta inmune en los individuos analizados y
tampoco se observé una gran diferencia en la expresion de citocinas y receptores entre
individuos asintomaticos y pacientes con CCC.

Por otro lado, el reconocimiento de lo “propio” y lo “extrafio” por medio de diversas
moléculas como las expresadas por los genes del Sistema Mayor de Histocompatibilidad,
ha provocado el estudio de éstos genes polimorficos como marcadores de susceptibilidad
genética en este tipo de enfermedades con un mecanismo autoinmune involucrado en su
desarrollo. Asi pues, en éste trabajo analizamos los genes del SPH clase ] (HLA-Ay -B) y
clase II (HLA-DR) en un grupo de individuos seropositivos a T. cruzi con y sin

cardiomiopatia y un grupo de individuos sanos como control. El grupo total de individuos
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infectados mostré incremento en las frecuencias de HLA-B39 y HLA-DR4 cuando se
compararon con el grupo control, lo cual puede sugerir que estos antigenos pueden estar
relacionados con la susceptibilidad a la infeccidn por 7. cruzi. Por otro lado, se ha
observado que estos dos antigenos sc encuentran comunmente reportados en diversas
poblaciones sanas de América. En nuestro pais, existen reportes en poblacidén Tarasca €
indigena y Mestiza en donde éstos alelos presentan frecuencias génicas elevadas (De Leo C
et al. 1997, Vargas-Alarcon G et al. 2000, Loeza F et al. 2002) con lo cual se podria inferir
el alto riesgo de nuestra poblacién nacional en adquinr ésta infecciéon. Un estudio en
poblacién mestiza de Peri informd el efecto protector del haplotipo HLA-DR14
DQB1*0301 en la infeccion por T. cruzi; sin embargo, en este estudio no se encontrd
asoclacion con el desarrollo de la miocardiopatia chagasica cronica (Nieto A et al. 2000).
Existen otros estudios en donde se ha encontrado asociacion entre ésta enfermedad vy alelos
HLA tanto de clase I como de clase II; sin embargo, no existe un consenso general y los
datos son muy heterogéneos (Deghaide NH et al. 1998). Asi mismo, se han realizado
investigaciones en otras poblaciones como la Venezolana, en donde se encontrd al alelo
HLA-Cw3 y al haplotipo DRB1*01-DQB1*0501 sobre expresados en un grupo de
pacientes chagasicos con cardiomiopatia (Colorado IA et al. 2000, Layrisse Z et al. 2000).
Por otro lado, se encontrdé disminucidn de la frecuencia génica del haplotipo HLA-B40-
Cw3 en chagasicos Chilenos con cardiomiopatia en comparacidn con chagasicos sin
cardiomiopatia (Llop E et al. 1988). En este trabajo, las comparaciones entre las frecuencias
génicas de los individuos asintomaticos y croénicos mostraron importantes diferencias. Los
alelos HLA-A68 y HLA-B39 se encontraron significativamente incrementados en los
individuos asintomaticos comparandolas con los crénicos y contra el grupo control. Este

hallazgo es muy importante debido, por un lado, a que ambos antigenos son muy frecuentes
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en las poblaciones americanas, lo cual puede implicar un papel importante en ¢l control de
la enfermedad en areas endémicas del continente Americano. Por otro lado, recordemos que
los penes clase | de) SPH producen las moléculas que van a unir péptidos para presentarios
a linfocitos T citotdxicos (CD8"), los cuales estan muy implicados en el control
inmunoldgico de patdgenos extracelulares. De 1gual forma, el hecho de que el HLA-DR4 se
haya encontrado incrementado en ambos grupos de individuos infectados (asintomaticos y
crénicos), corrobora su participacién como antigeno de susceptibilidad genética a padecer
la infeccién por T. cruzi. Por otro lado, el incremento de la frecuencia de HLA-DR16 en
pacienies crénicos, cuando se compararon con individuos sanos y asintomaticos, sugiere
que este antigeno puede estar asociado con la susceptibilidad a desarrollar dafio cardiaco en
estos pacientes. Ademas, el HLA-DR16 se ha encontrado asociado con otras enfermedades
autoinmunes en las cuales el agente infeccioso juega un papel muy importante {Weidebach
W et al. 1994, White AG et al. 1997, Dubaniewicz A, 2000, Hemandez-Pacheco G et al.
2003). Al igual que el antigeno anterior, €] HLA-B35 puede tener un efecto parecido, pues
éste se encontré incrementado en los pacientes cronicos en comparacion con los individuos
sanos, pero no al compararlo con los asintomaticos. En un estudio realizado en mestizos de
Guatemala, se encontrd una frecuencia génica significativamente elevada en 33 individuos
con CCC comparados con 138 controles seronegativos a I. cruzi (pC < 0.003, RM=
5.5),ademas, se analizé el polimorfismo del promotor del Factor de necrosis tumoral alfa y
del gen MICA en esta misma poblacidén y no se encontré asociacién entre éstos y la
enfermedad. Un dato curioso fue el hecho de encontrar un mayor riesgo de desarrollo de la
cardiopatia en individuos que presentaron una combinacién de alelos HLA-B35 y MICA-
A5, que cuando estos alelos se encontraban de forma individual en los pacientes analizados

(Aida K et al. 2000). Esta observacién podria sugerir que existe sinergismo de ambos alelos
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para permutir €] desarrollo de la cardiopatia chagésica cronica y nos sugiere el anéilisis del
polimorfismo de} gen MICA en nuestra poblacion.

Los mecanismos por los cuales los genes HLA pueden estar determinando la
susceptibilidad af desarrollo de la enfermedad de Chagas aitn no estan bien definidos y son
dificiles de explicar. Los genes del SPH regulan la respuesta inmune en contra de las
infecciones, unen péptido y presentan antigenos a las células T, teniendo un importante
papel en la activacién de las células T y en su maduracidn hacia un tipo de respuesta Thl o
Th2. En la enfermedad de Chagas se han propuesto varios mecanismos que tratan de
explicar la induccién de autoinmunidad durante la infeccion por ITripanosoma cruzi,
incluyendo la activacidon policional linfocitana inducida por el parasito, el mimetismo
molecular y la presentacidn de epitopes propios cripticos, entre otras (Engman DM y Leon
JS, 2002; Pontes-de-Carvalho L et al. 2002). El mimetismo molecular, por ejemple, se ha
propuesto como un mecanismo potencial de patogenicidad en la adquisicién de la infeccion
por T. cruzi y ¢l desarrollo de la enfermedad; de tal suerte que aquellos individuos que
presenten alelos HLA de susceptibilidad, podrian estar presentando péptido que tengan un
tipo de reaccion cruzada con estructuras propias del individuo, como los receptores b
adrenérgicos por ejemplo, y de esta forma contribuyan al desarrollo de la enfermedad,
mientras que individuos que presenten alelos HLA de proteccion, no tienen la habilidad de
presentar este tipo de péptidos de reaccidn cruzada y de esta forma pueden contribuir para
evitar el dafio autoinmune. Este concepto argumenta que los péptidos microbianos o de
agentes patdgenos con cierto grado de homologia a moléculas peptidicas del propio
organismo, podrian estimular la activacién de c€lulas T propio-reactivas, causando una
enfermedad patogénica autoinmune en individuos susceptibles. Por otro lado, cabe la

posibilidad de que estos antigenos HLA no sélo puedan tener un efecto individual sobre los
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mecanismos patologicos en esta enfermedad, sino que también pueden actuar en
combinacién con otros genes que les confieran diferente susceptibilidad a desarrollar
enfermedad de Chagas o incluso a controlarla en las areas endémicas de nuestro continente.

De tal suerte, se ha observado que en algunas enfermedades cardiovasculares como
Faila cardiaca congestiva, Miocarditis, Cardiopatia isquémica y Cardiomiopatia dilatada, se
presentan niveles altos de TNF-a (Maunn DL, 1994, Levin B et al. 1990). Algunos otros
trabajos realizados tanto en modelos animales como en humanos con enfermedad de
Chagas, también han reportado niveles séricos altos de TNF-a e incluso en algunos tejidos
(Derouich Guergour D et al. 2001, Lima ES et al. 2001, Perez-Fuentes R et al. 2003). El
TNF-a se expresa en 1os tejidos infectados corno una respuesta de proteccidn y es un factor
critico en el desarrollo a la cronicidad en pacientes infectados con 7. cruzi, cuando se
acumula y persisie en las zonas afectadas por el parasito. Estudios experimentales han
revelado que una alta produccién de TNF-a en drganos blanco es responsable, al menos en
parte, de la severa patologia asociada a la fase crénica de ésta enfermedad (Derouich
Guergour D et al. 2001, Lima ES et al. 2001). Estas observaciones nos dan la posibilidad de
pensar que las formas cardiacas de la Enfermedad de Chagas estan relacionadas con una
predisposiciéon genética de los individuos para producir TNF-c.. En este sentido, se ha
observado que el polimorfismo del promotor de TNF-« tiene un efecto importante sobre la
actividad transcripcional del mismo gen (Braun N et al. 1996, Kroeger KM et al. 1997,
Wilson AG et al. 1997), aunque algunos estudios muestran que no existen diferencias
significativas en la actividad transcripcional del gen para TNF-a relacionada con el
polimorfismo -308G y -308A (Brinkman BM et al. 1995, Uglialoro AM et al. 1998). Por

otro tado, diversos estudios relacionados con el polimorfismo del promotor TNF-238, han
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reportado que dicho polimorfismo no tiene relevancia fisioldgica (Brinkman BM et al.
1995, Uglialoro AM et al. 1998) e incluso Beraun y colaboradores informaron que ¢l loci
del polimorfismo de TNF no esta asociado con la enfermedad de Chagas (Beraun Y et al.
1998). En el presente trabajo se corrobora la ausencia de asociacion entre el polimorfismo
del promotor TNF-238 y la enfermedad de Chagas, estudiando dos sitios polimoérficos del
promotor de TNF (-238 y -308) en un grupo de pacientes infectados con T. cruzi con y sin
cardiomiopatia. El grupo total de individuos infectados (con y sin CCC) mostrd incremento
en la frecuencia del alelo TNF-308 T2 (A) cuando se comparé con el grupo control
seronegativo, sugiriendo entonces que dicho alelo puede estar relacionado con la
susceptibilidad a padecer la enfermedad de Chagas. Cuando se compararon los individuos
asintomaticos y los pacientes crénicos entre ellos y con el grupo control, se encontraron
diferencias significativas entre los individuos crénicos comparados con los asintomaticos y
con los sanos. El alelo TNF-308 T2 s6lo estuvo incrementado en el grupo de pacientes con
enfermedad crémica, lo cual sugiere que dicho alelo se encuentra involucrado directamente
con la susceptibilidad genética a desarroflar la fase cronica de la enfermedad. En estudios
previos se reportd que los pacientes con enfermedad de Chagas crénica presentaron niveles
séricos altos de TNF-« que correlacionaron significativamente con el grado de disfuncién
cardiaca (Talvani A et al. 2004). Los datos moleculares de nuestro estudio correlacionan
con dichos estudios serolégicos, ademas de que se ha reportado que el alelo T2 estd
relacionado con una alta produccién de TNF-a y nosotros mostramos que dicho alelo sélo
se encuentra en los individuos con CCC. Por otro lado, las frecuencias alélicas T1 y del
genotipo T1T1 se observaron disminuidas en el grupo de pacientes crdnicos al compararlas

con los asintomaticos y con los individuos sanos, lo cual puede indicar que dicho alelo y
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genotipo se encuentren relacionados con la resistencia a desarrollar la fase cronica de esta
enfermedad.

Finalmente, hemos podido observar, de acuerdo a los datos que arroja esta parte del
rabajo, que la enfermedad de Chagas esta asoctada con ¢l polimorfismo de TNF-o en la
poblacién Mexicana, y que el alelo TNF-308 T2 puede ser un marcador involucrado en el
desarrollo de la fase crénica de la enfermedad. Sin embargo, este tipo de asociacidn se debe
corroborar ¢n otros estudios, con lo cual podriamos sugerir que la deteccion del alelo -308
T2 en individuos infectados con Tripanosoma cruzi, podria usarse como un marcador

prondstico en la progresién del dafio cardiaco en pacientes con enfermedad de Chagas.
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VIII. CONCLUSIONES:

El estudio del estado inmunoldgico de los individuos infectados con Tripanosoma

cruzi, ademas del perfil de antigenos HLA clasc [ (HLA-A y ~B) y clase [f (HLA-DR) y del

polimorfismo de las regiones promotoras -238 y -308 del gen que codifica para el TNF-g,

comparado con sus equivalentes observados en una poblacidn aparentemente sana, sin

infeccion por éste parasito ni enfermedad cardiaca de algin tipo, nos ha llevado a las

siguientes conclusiones:

Todos los pacientes con CCC presentaron cardiomiopatia dilatada.

Los datos clinicos mds constantes en los pacientes con CCC fueron: bloqueo parcial
o completo de la rama derecha, taquicardia y extrasistoles ventriculares

Los individuos infectados (asintomdticos o con CCC) poseen un mayor niimero de
células T (CD4+ o CD8+) activadas.

Los individuos infectados (asintomaticos o con CCC) presentaron mayor cantidad
de células reguladoras (CD4" CD25™) que los individuos sanos.

Se observd disminucion de la expresion de IL-2, IFN-y ¢ IL-4 en los individuos
infectados con T. cruzi.

Las células CD4" CD25" posiblemente suprimen la expresién de IL2 e IFN-y en los
individuos infectados con T. crizi.

No se detectd una polarizacidn de la respuesta inmune en los individuos infectados
(asintomaticos y cronicos) de acuerdo a las citocinas medidas por citoflourometria

en cada individuo.
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El HLA-B35 y el HLA-DR16 incrementados en los pacientes crénicos podrian
conferir susceptibilidad al desarrollo de la CCC.

La disminucién de la Frecuencia génica del HLA-A68 y el HLA-B39 en los
pacientes crénicos podria tener un papel protector.

Estos resultados sugieren una participacién importante de los alelos del SPH en la
susceptibilidad al desarrollo de la Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas esta asociada con el polimorfismo del promotor -308 del
TNF-at en la poblacion Mexicana y el alelo TNF-308 T2(A) puede ser un marcador
prondstico en la progresion del dafio cardiaco, principal factor de morbilidad y

mortalidad en la tripanosomosis americana.
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MHC Class 1 and Class II Genes in Mexican

Patients With Chagas Disease

David Cruz-Robles, Pedro Antonio Reyes,

Victor Manuel Montedn-Padilla,

Alda Rocio Ortiz-Mudiz, and Gilberto Vargas-Alarcén

ABSTRACT: Chagas’ discase contributes significancly to
catdiovascular morbidity and morcality in several Lacin-
Amencan countries, Previous studies have reported the
effece of the human lenkocyte antigen (HLA) molecules in
the immune response regulation of Trypanosema cruze in-
fecuon, and the association of HLA antigens with heart
damage. We studied the major histocompatiblity com-
plex {MHC) class 1 (HLA-A and HLA-B), and class I1
{HLA-DR) genes in a sample of 66 serologically positive
mdividuals with and without cardiomyopachy, and in 127
healchy conerols. The total group of seropositive individ-
uals reveated ncreased frequencies of HLA-B39 (p, =
43%107° odds ratio {OR) = 3.35) and DR4 (g, =
1L8X107° OR = 2.91) when compared to healthy con-
trols. Increased frequencies of HLA-AGS and HLA-B39
were found in asymptomatic individuals when compared
to patients with cardiomyopathy (p, = 0.014, OR = 4.99
and p. = 0.001, OR = 4.46, respectively). Also, patients

ABBREVIATIONS
HLA human leukocyte anugens
MHC major hstocompatibilicy complex

INTRODUCTION

The American trypanosomiasis is caused by an intracel-
lular protozoan Trypanoiema cruzi, and is the most com-
mon cause of congestive heart failure and sudden death in
Latin America {1]. From seroepidemiologic studies, che
World Health Crganization (WHO) estimates as many
as 15 to 20 million people are infected in Lacin America,
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with cardiomyopathy exhibited increased frequency of
HLA-B35 when compared to hecalthy concrols {p, =
0.048, OR = 2.56}. The HLA-DR16 frequency was in-
creased in patients wicth cardiomyopathy compared wich
asymptomatic individuals (. = 0.05, OR = No deter-
mined) and healthy controls (p, = 0.02, OR = 5.0). The
results suggese chat MHC alleles mighe be associated wich
the develapment of chronic infection and wich heart dam-
age in Chagas® disease. HLA-DR4 and HLA-B39 could be
associated directly with che infection by 7. owzr, wheteas,
HLA-DRI16 could be marker of susceptibility to heart
damage and HLA-A68 might confer protection ro develop
cardiomyopathy. Human lmimunsiogy 65, 6063 (2004).
© American Society for Histocompaubility and Immu-
nogenetics, 2004. Published by Elsevier Inc.

KEYWORDS: autoimmunity; cardiomyopathy; Chagas
disease; genetic susceptibility; HLA alleles

PCR-S50 pelymerase chain reaction—sequence-

specific oligonucleotide

and more than 65 million individuals are at risk of
infection {2, 3]. The clinical manifestacions of Chagas’
disease include an acute, and a chronic phase [4}. The
acute phase is usually asympromatic or runs a mild
febrile course that subsides within a few weeks, bur
meningoencephalitis and severe myocarditis may occa-
sionally occur and cause severe disease, even morrality in
youngsters. Then a chronic phase develops. Mosc indi-
viduats may remain asympromaric for life, baving circu-
lating antibodies against 7" erwzs (latent or indeterminate
phase). Nearly 30% of infected individual develop the
conspicuous cardiac andfor digestive manifestations after
10 to 20 years postinfection. Severe heart disorders,
cthychm or conduction abnormalities, or a specific dilated
cardiomyopathy generally lead to death. Some develop
mega syndromes of the esophagus, colon, or other hollow
organs {51
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MHC Genes in Chagas Disease

The pathogenesis of heart damage in chronic Chagas’
disease 15 seill controversial {6]. Some hypothesis involves
denecrvation, direce cardiac uissue damage by che parasice,
type IV hypersensibulity, avtoimmune mechanisms {7,
81, and a possible genenic predisposition to develop of the
chronic disease (91, The natural course of the disease in
humans remamns unclear. Murine models revealed chac
cytotoxic lymphocyces CD8Y T cells are esseatial to
eliminate parasites, and autoimmune mechanisms have
been repotted to play an imporcant role in che develop-
ment of chronic Chagas heart disease, both in experimen-
tal models and in humans {10, 111. Previous scudies have
suggested parricipation of major histocompatibility com-
plex (MHC) genes on the suscepubility or resistance to
T. cruzi infecuion and on the development of cardiac
disease {12-16). Thus, che aim of che present scudy was
to investigate the possible role of MHC genes in decer-
mining the susceptibility to Trypanosoma cruzi infection
as well as in the development of chagasic heart disease in
the Mexican mestizo population.

MATERIAL AND METHODS
Studied Patients

The study included 66 unrelated Mexican individuals
serologically positive for T. eruzi, diagnosed in the Inst-
tuto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez.” The
pacients were classified according to clinical, electrocar-
diograph {ECG), and echocardiogeam characteristics as
asymptomatic and chronic chagasic cardiopathy patients
(CCC). The asympromatic population {51.5%) consisted
of apparently healthy individuals having normal, or mi-
nor right bundle branch blockade on ECG, without
cardiomegaly. The CCC group (48.5%) included patients
with either arrhycthmia-related symptoms, five or more
extra systoles per minute, embolic episodes, cardiomeg-
aly, or ¢congestive heart failure. Additionally, a group of
127 uonrelated healjthy individuals wich neicher symp-
toms nor previous diagnosts of Chagas disease was stud-
1ed as control group. All pacienes with Chagas disease as
well as healthy controls shared the same environmental
and sociceconomic living conditions. All scudy partici-
pants were Mexican mestizo and each individual was
asked about their birchplace as well as thar of their
parencs and maternal and pacernal grandparents. We
considered Mexican mescizos only those individuals whe
for two generations, including their own, had been born
in Mexico. A Mexican mestizo is defined as someone
born in Mexico who is a descendant of the original
autochcthonous inhabitants of the region and of individ-
nals, mainly Spaniards of Caucasian andfor Black origin,
who came to America during the sixteench century. The
Institutional Ethics and Research Commuitrees approved
chis stndy and all pariencs signed an informed consent.

6l

MHC Class 1 and 1l Typing

Genomic DNA was extracted from peripheral blood and
used as a template to amplify by the polymerase chain
reaction {PCR) the polymorphic second and third exons
of the human leukocyte antigen A (HLA-A} and HLA-B
genes, and the second exon of che HLA-DR gene. The
PCR products were hybridizing with sequence specific
oligonucleonides (PCR-S50) by doc-blot reverse (Ampli-
cor kit, Hoffmann La Roche, Basel, Switzerland) thar
provided low to mediurmn resolution for HLA-A, HLA-B,
and HLA-DR genes. Because the data are presented as
serologic cquivalencs, 1t is very likely chat within each
serolagic group chere is some degree of undetected HLA
polymorphism.

In order to achieve a more accurace assessment on the
ethnic homogeneity of the control and patient groups,
we performed high cesolution typing of HLA-DR4 al-
leles using the PCR sequence-specific oligonucleocide
probes (PCR-5SOP} as previously described [17].

Stadstical Analysis

The significance of associations was analyzed using Chi-
square test and Fisher's exact test; p values were corrected
{p.) multiplying by the number of comparisons and were
considered significant when << 0.05. Relative risks were
calculated as adds ratios (OR) using 2%2 contingency
tables according to Woolf {18].

RESULTS

In the fitsc analysis, we considered cogether patienes with
cardiomyepathy and asympeomatic individusls as in-
fected patiencs. HLA-A, -B and DR frequencies in this
group were compared with chose in healthy controls
(Table 1). This analysis revealed increased frequencies of
HLA-B39 (p. = 4.3X107°, OR = 3.35)and DR4 (p_ =
1.8X107°, OR = 2.91) in che infected individuals.
Analysis of HLA-DR4 subtypes indicated that in pa-
tients and healthy controls the mose frequenc alleles were
DR*0407, *0403, and *0411. The relarive distribucion
of different subtypes was similar in both groups {data not
shown). Wich these daca, we considered thac patients and
healchy controls have similar genetic background.

In otder to investigate the effect of MHC genes in the
genetic susceptibitity to development of the disease, we
analyzed che distribucion of HLA-A, -B, and -DR anti-
gens separately on chronic chagasic cardiopathy patients
(CCC) and asymptomatic individuals as well as in
healthy controls. Statistical analysis depicted significant
increased frequency of HLA-A68 in the asymptomatic
individuals when compated wich CCC patienes (p, =
0.014, OR = 4.99) and to healthy controls {p_ = 0.014,
OR = 2.94; Table 2). As can be seen in Table 3, patients
with CCC exhibited increased frequency of HLA-B35
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TABLE I Gene frequencies of HHLA-A, -B, and TILA-DR on T w2 infected patients and healthy controls

lofected pacients

Healthy controts

HI.A n

GF n p Value OR
{n = 64 n =120
AZ 501 0 396 Th ¢ 299 NS 1.50
A3 1 0007 17 0.066 N§ 611
(n = 63) (n = 127)
Bl4 2 G 0Ls 14 0.055 NS 0.28
B33 30 0238 i 0 141 NS 1.89
Big 46 ) 365 33 0.129 43 % 10°7° 3.3%
B48 4 0.031 2 0.007 NS 413
B31 2 0.01% 17 0.066 NS$ 0.22
B%2 8 0063 7 Q027 NS 2.39
(n = 66) tr ™ 127)
DR4 64 0.484 62 0.244 1.8 x 107"} 2.91
DR7 3 0.022 26 0.102 NS 0.20
DR15S 1 0.007 18 0.070 NS 0.10

Only relevant antigens are presenced.

Abbrevianons GF = gene frequency, HLA = human leukocyte ancigen, N§ = not significant; OR = odds ratia, p, = corrected p value,

when compared to healthy conurols {p, = 0.048, OR =
2.56), but pot when compared wich asymptomatic indi-
viduals. On che other hand, the frequency of HLA-B39
was significantly increased in asymptomatic compared
with CCC pacients (p, = 0.00]1, OR = 4.46) and co
healthy concrols {p, < 1X1077, OR = 7.62). Finally,
regarding HLA-DR distribution, we found an increase of
HLA-DRA4 frequency (Table 4) in asymptomatic individ-
uals when compared wich healcthy controls {p,
2X107°, OR = 3.7) Also, CCC patients revealed in-
creased frequency of HLA-DR4 when compared wich
healthy contrels (¢, = 0.05, OR = 2.26). The HLA-
DR16 frequency was increased in CCC patients com-
pared with asymptomacic individuals (¢, = 0.05, OR =

not determined) and with healthy concrols (o, = 0.02,
OR = 5.0,

DISCUSSION

The fact that some of the individuals living in endemic
areas are resistant to becoming infected (seropositive}and
that only a few of the chronically infected develop cardiac
disease suppore the important participation of genetic
factoss in the development of Chagas disease. Because
some hypothesis involves autoimmune mechanisms in
the development of Chagas disease, the MHC genes have
heen studied as markers of the genecic susceptibility to
the disease. The presenc study repores the analysis of

TABLE 2 Gene frequencies of HLA-A on Chagas disease patients (asymptomatic and with cardiemyopathy) and

healchy controls

Parients
Asymprornauces (7 = 31} With cardiomyopathy {# = 33) Conrtrals (v = 127}

HLA L] GF ] GF u GF

Al 2 0.032 2 0.030 18 0.070
A2 22 0.3%4 29 0.439 76 0.299
Al o 0.000 1 0.015 17 0.066
All 1 0.016 0 0.000 10 0.039
A24 13 0.209 13 0196 43 0.169
A29 2 0.032 0 0.600 1 0043
A3l 2 0.032 9 0.136 14 0055
AGS 18 0.290° 5 0.075 31 0.122

" Increased when compared warh cardiomyapathy patients (. = 0.014, DR = 4 99) and healchy contrals (e = 0.014, OR = 294)

Only relevant annigens are presenred

Abbreviations: GF = gene frequency; HLA = human leukocyte antigen; OR = odds ratio) p. = corrected p value
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TABLE 3 Gene frequencies of HLA-B on Chagas Disease patients (asymptomatic and with cardipmyopathy) and
healchy controls
Pavents
Asvmptomancs {8 = 31) With cardiomyopathy (7 = 32) Controls (v = 127)
HLA n GF o ;r.' GF n GF
87 0 (000 2 0.031 13 0051
B4 0 0.000 2 0.031 14 0055
B15 3 0.048 5 0.078 13 005)
B3y 11 0177 19 0.206° 6 0.141
B39 ¥ 03532 L3 0.203 33 0129
B40 4 0064 9 0140 21 0082
1344 1 0.016 3 0.046 21 0082
B8 2 0.032 2 0.031 2 0007
B3l £ 006 1 0.015 17 0066
B52 2 0.032 6 0.093 7 0.g27

Only relevant anugens are presented

* Increased when comparcd to hezlchy concrols (g, = 0048, OR = 2,38}

" Increased when compared o cardiomyopathy patenes (pe = 0.001, OR = 4 46) and healchy controls (p << 1 X 107°, OR = 7.62).
Ahbreviations GF = gene frequency; HLA = human leukocyre anugen; NS = not significane, OR = odds ratio; p, = correceed p value

MHC ¢lass [ (HLA-A and -B) and class 11 (HLA-DR)
genes ina group of T. cruzs seropositive individuals with
and wichout cardiomyopachy. The total group of infected
individuals (with and without CCC) indicazed increased
frequencies of HLA-B39 and HLA-DR4 when compared
with seronegative healthy controls, suggescing that these
antigens could be related with the infection by T. owzi.
These two antigens are the most frequent reported in
several healthy American populations, including the
Mexicans {both Mestizos and Amerindians) {19-211. A
study in a rugal mestizo population from Peru reported a

protective effect of the HLA-DR 14 DQB1*0301 haplo-
type in che T. crwzi infection; however, they did not
detect association with chagasic heart disease {14]. Ocher
repores suggest associations of cardiac damage wich both
class 1 and class II alleles, but che results have been
heterogeneous [13). Increased frequencies of HLA-Cw3
antigen and DRB1*01-DQB1*0501 haplotype were ce-
ported in a group of cardiomyopathic patients from
Venezuela {15, 22). Also, a significant decrease fre-
quency of the HLAB40-Cw3 haplotype was found
among Chilean cardiomyopathy patients as compared

TABLE 4 Gene frequencies of HLA-DR on Chagas Disease patients (asymptomatic and with cardiomyopathy)

and healchy controls

Patjents

Asympromancs (v = 34)

With cardiomyopathy {» = 32}

Conreals {# = 127)

HLA " GF

n GF " GF
DRI 1 0.014 2 0.031 15 0.059
DR3 kK 0.102 0 0.000 11 0.043
DR4 37 4+ 544" 27 0.42)" 62 0 244
DR7 2 0029 1 G.015 26 6.102
DRS 7 0.102 13 0.203 41 0.161
DR13 4 0058 2 0.03t 11 0,043
DR14 5 0.073 12 0.187 29 0.114
DRI1S | 0014 0 0.000 18 0.070
DR16 0 0.000 b 0 109° 6 0.023%

Only relevant antigens are presentex)
" Increased when compared o healthy controls (. = 2 X 107* OR = 37

" acreased when compared ¢ healrhy conrmols {p, = 0.0%, OR = 2.26)

* Tncreased when compared (o asympromane panents {p, = 0.03, OR = not derermined), and healthy contrals ip, = 0 02, OR = 5 00,
Abbroviatons GF = gene frequencies, HLA = human leukocyee antigen, OR = odds rane; f, = correceed f value,
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with noncardiomyopathics [9}). In our study che compar-
ison of HLA frequencies between pacients wach cardio-
myopathy and asymptomatics demonstraced important
chfferences [ncreased frequencies of HLA-AG8 and HLA-
B39 were found 1in asymptomatic individuals, suggesting
the particrpation of these antigens 1n conferring protec-
von for the development cardiac damage in seroposiuve
individuals. This face is important because chese two
aniigens are the most frequent in American populacions
and could have an important role in concrolling the
disease in endemic areas of American continent. The face
that HLA-DR4 was increased in borh groups (CCC and
asyinptomatic) corroborates the participacion of this an-
tigen 1n the geneuc susceptibility to T. owzé infection
On the other hand, the increased frequency of HLA-
DR16 in patients with cardiomyopathy, when compared
with healthy controls and asymprematic individuals,
suggest thac this antigen could be associated with che
genetic suscepuibilicy to cardiac damage in these indi-
viduals. HLA-DRI16 has also been associated with ocher
autoimmune diseases in which infectious agents play an
important sole [23-26} The same effect could have the
HLA-B3$5; chis antigen was increased in partients with
cardiomyopathy when compared wich healthy concrols
bur not when compared with asympromatcic individuals.
However, che frequency of HLA-B33 was significancly
increased in 33 uncelated Guatemalan with CCC when
compared with 138 seronegarive controls (p, < 0.003,
OR = 3.5) and although there was no associations witch
MICA nor tumor necrosis faccor-o promoter region poly-
morphism, the incteased risk for the individuals who had
both HLA-B35 and MICA-AS5 was higher than the sum
of the increased risks for either HLA-B3$ or MICA-AS
single positive individuals, suggesting that the effects of
the cwo alleles are synergistic {16}, Unfortunately we did
oot test for MICA markers in our study.

The mechanism by which HLA genes could determine
susceptibility o Chagas disease is not completely under-
stood. The MHC genes regulate immune response to
infections, bind and present antigens to T cells, and have
an imporeant role 1n T-cell repercoire sefection. In Cha-
gas disease a pumber of mechanisms may explain che
snduction of autoimmunity during T. owzi infection,
including parasite-induced polyclonal lymphocyte acti-
vation, molecular mimicry, bystander accivacion, and
presencation of cryptic seif-epitopes [27, 28]. Due o that
moleculer mimicry it has been proposed as a potential
mechanism for T eruze infection leading to Chagas dis-
case, individuzals with susceptibility HLA alleles could
present cross-reactive peptides and develop the disease,
whereas individuals with protector HLA alleles failed to
present these cross-reactive peptides. This concept argues
that & microbial peptide with certain degree of homology
to a self-peptide can stimulate pathogenic self-reactive

. Cruz-Robies et al.

specific T cells to cause an aurormmune disease in ge-
netically susceptible individuals.

In summary, the present work 1n Mexican seropositive
individuals, both asymptomaric and with cardiomyopa-
thy, demonscrates three types of assotiations association
with T. erwzs infecrion (HLA-B39, HLA-DRA4); associa-
tton with protection to development cardiac damage
(HLA-AG8 and HLA-B39), and assaciation with devel-
opment of cardiomyopacthy (HLA-DR16, HLA-B335).
These antigens could act alone or in combination wich
other genes to confer differencial susceptibilicy to Chagas
disease and also to control the disease in endemic areas of
the American continent.
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Ahbstract

The aim of this study was 10 investigate whether the promoter’s polymorphisms a1 the TINF alpha (TNF-a) gene were associated with the
genelic susceplibility to Chagas® disease. We analyzed the TNF-a (posilions — 303, and ~238) polymorphisms in a sample of 54 serologically
positive chagasic individuals and in 169 healthy controls. The patients were divided according 1o clinical characteristics as asymptomatics
{n =27}, and chromic chagasic cardiopathy (CCC) patsents (n=27). The whole group of patients showed increased frequencies of —308 T2
{A) allele when compared to healthy controls (pC=0.008, OR =3.03) When the analysis was carried out separately in asymptomatic and
CCC patients, increased frequencies of T2 (A) atlele and T1T2 (AG) genotype in the group of patienis with CCC were found when compared
lo asymptomalic individuals (pC =0.0002 and pC =0.003, respectively) and healthy controls (pC =4 x 10~7, OR=7.02, and pC~0.0006,
OR =529, respectively). The present study demonstrates that Chagas' disease is associaled with TNF-a polymerphisms in the Mexican
poputaton. The TNF-308 T2 allele could be directly invelved in the genetic suscepubilily Lo the chronic phase of the disease.
© 2004 Published by Elsevier B.V.

hevwords, Cardiomyopathy; Chagas® disease; Genetic susceptibihity; Tumor necrosis factor-alpha; Frypanosoma cruzi

1. Introduction culating antibodies against 7 cruzi (latent or indeterminate

phase). Nearly 30% of infected individuals develop the con-
spicuous cardiac and/or digestive manifestations after 10-20
years post-infection. Severe heart disorders, thythm or con-
duction abpormalities, or a specific dilated cardiomyoepathy
generally lead to death. In spite that the pathogenesis of heart
damage in chronic Chagas® disease is still controversial, the
participation of autoimmusne mechanisms has been suggested

Chagas’ disease is caused by the intracellular protozoan
Trypanosoma cruzi and contributes significantly to cardio-
vascular morbidity and mortality in countries of Latin Amer-
ica. The clinical manifestations of Chagas’ disease include
an acute, and a chronic phase {1]. The acute phase is usu-
ally asymptomatic or runs a mild febrile course that subsides

within a few weeks. Then, a ¢chronic phase devclops. Most
individuals may remain asymptomatic for life, having cis-

* Corresponding author, Tel.. +525 573 29 11x1278;
fax. +525 573 (9 26.

E-maif address- gvargaséd@yahoo.com (G. Vargas-Alarcon)

0165-2478/% — see fronmt matter © 2004 Published by Elsevier B.V.
dor 1010184 .imlet. 2004 10.017

[2-6]. The heterogeneity in the clinical expression of Cha-
gas’ discasc suggests the involvernent of genetic factorson its
pathogenesis. Different studies have reported several mark-
ers of genetic susceptibility to chagasic cardiomyopathy [7}.
Results have been inconsistent and new genes such as tumor
necrosis factor-alpka (TNF-a) need to be analyzed. The TNF-
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o codifies a potent immunomedulator and pro-inflammatory
cytokine [8) that mediates diverse pathological processes

High frequency of TNT-a -producing lymphocytes and in-
creased plasma levels of TNF-a have been reported in Cha-
gas” discase patients [9.10]. In addition, Talvani et al. [I1]
reported a high comrelanon between the high TNF-a levels
and the degree of hean dysfunction. The gene that codfies for
TNF-a 15 located within the major histocompanbiiny com-
piex (MHC) class [l region in human chremosome 6 {12].
This gene contains several polymorphic sites, of which two
are the most studied The first is Jocated at position —238 in
relation to the transcripiion start site, in which the presence of
adenine (A} defines the TNF-238 A allele; and, the presence
of guanmine {G) defines the wild type and more common allele
TNF-238 G[13). The second polymorphism is located at po-
sition —308; the presence of G defines the TNF-308 T1 allele
and A defines TNF-308 T2 allele [14]. It has been demoen-
strated that these different allelic forms have functional im-
plications. The TNF-308 T2 allelic form results in a two-fold
greater transcription compared 10 TNF-308 T1 form in PMA-
stimulated Jurkat and U937 cells [15]. Thus, the aim of the
present study was to investigaie the role of TNF-a pelymor-
phisms {-238 and —308 positions) in the genetic suscepti-
bility to T cruzi infection as well as in the development of
chagasic heart disease in the Mexican population.

2. Materials and methods
2.1. Studied patients

The study included 54 unrelated Mexican individuals (25
males and 29 femnales, mean age =46.25 + .19 years) who
had at leastiwo 7. cruzi positive tests of the next four: ELISA,
PCR, [FI or hemoaglutination. The patients were diagnosed
at the Instituto Nacional de Cardiologia *1gnacio Chavez™.
The patients were classified accerding to clinical, electro-
cardicgraphic (ECG), and echocardiographic characteristics
as asymptomatics and chronic chagasic cardiopathy patients
(CCC}. The asymptomatic population (50%) consisted of ap-
parcntly healthy individuals having nommal or miner right
bundle branch blockade on ECG, without cardiomegaly. The
CCC group (50%) included patients with ¢ither arrhythmia-
related symptoms, five or more extrasystoles per minute, em-
bolic episodes, cardiomegaly, or congestive heart failure. Ad-
ditionally, onc group of 169 not related bealthy individuals
with neither symptoms, nor previous diagnosis of Chagas’
discase, was studied as control group. All studied individuals
(patienis and controls) were from the Southeast of Mexico
and they shared the same environmental and socioeconomic
living conditions. All study participants were Mexican Mes-
tizos and each individual was asked about his birthplace as
well as that of his parents, maternal and paternat grandpar-
ents. We considered Mexican Mestizos only those individuals
who, for two gencrations, including their own, had been boern
in Mexico. A Mexican Mestizo is defined as someone bomn

fmrmpnatoy Letery vor (2004 xex--tee

tn Mexico who is a descendant of the original autochthonous
whabitants of the cegion and of individuals, mainly Spaniards
of Caucasian and/or Black origin, who came to America dur-
ing the 16th century The tnstitutional Ethics and Research
Commuttces approved this study and all paticnts signed an
informed consent

2 2. DNA extraction

Genomic DNA from whole biood containing EDTA was
isclated by a standard technique [16).

2.3, TNF-238 and TNF-308 polymorphusms

Genotyping for the —238G/A polymorphism was per-
formed using a PCR fragment amplificd with modified
primers {forward primer 5-AAACAGACCACAGACCT-
GGTC-3" and reverse primer 5'-CTCACACTCCCCATC-
CTCCCGGATC-3") that include a restriction site for the
FamH] enzyme as previously described [17}. The TNF-
308 polymorphism was analyzed using the forward primer
5-GAGCAATAGGTTTTGAGCGCCAT-Y and the reverse
primer 5'-GGGACACACAAGCATCAAG-Y to create a re-
striction site for the Neol enzyme [18]. The PCR products
were analyzed by phototyping in 2% agarose gels, stained
with ethidium bromide.

2.4. Statistical analysis

Allele and genotype frequencies of TNF-u pelymor-
phisms were cbtained by direct counting. Alse, Hardy-
Weinberg equilibrium was tested using the chi-square test.
The differences between groups were determined using
Mantel-Haenzel x? analysis, which was combined with the
2 x 2 contingency tables using the EPIINFO statistical pro-
gram (Version 5.0; USD Incorporated 1990, Stone Mountain,
GA, USA). Fisher’s cxact test was used if the number of any
cell was <5. P values were corrected according to the number
of specificitics tested and the number of comparisons per-
formed, with a level of significance cstablished as pC <0.05.
Retative risk with 95% confidence intervals (Ch was calcu-
lated as the odds ratio (OR), according 10 Woolf’s method
[19]. Linkage disequilibrium between HLA and TNF alleles
was evaluated using the x?-test.

3. Results

Allele and genotype frequencies of TNF-« promoter’s
pelymorphisms {positions —238 and —308) in the whole
group of Chagas® disease patients and healthy controls are
shown in Table |. Observed and expected frequencies were
in Hardy-Weinberg equilibrium in both studied groups. The
whole group of patients showed increased frequency of -308
T2 (A) allele when compared to heaithy controls (pC =0.008,
OR=3.03,95% C1=1.29-7.12).

IMLET 4093 1-6
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Takle 1
Allele {aly and genowype frequencics igh of TNF-u —23% and —308 1 Chagas® distase patienis and healthy comrols
TNE u =238 Panients {m = 53} Contrals (2 169) oz OR 95%, ([
n al n af
Alleles
A 5 0047 23 N.068
G [Rid} 952 35 0,932 -
Patrents (n = 53) Conrols (a~ 1643
" [} n gl
Genalypes
GG 48 0906 147 0.869
Ay 5 0.054 21 G124 - -
AA 0 0.000 b 0.006 -
I'NF-a =308 Patients {a = 54) Contrals (s#= 162)
n al’ n al
Alleley
T 95 0 880 g 0956
T2 13 0.120 14 0043 303 129712
Panenis (= 543 Conmirols {n=162)
n af n gl
Genotypes
TITH 43 0.796 148 0.913 - -
TIT2 9 0.166 14 0.086 -
T2T2 2 0037 0 0.000 - -

pC peomected OR- edds rano Cl' confidence iiervals. Only positive OR. values are shown

Fable 2

Allele (afy and genotype Mrequencies (g1) of TNF-a —238 and — 308 on Chagas’ disease patients (asymplomatics and with chronic chagasic cardiomyopathy)

and heaithy conizols

TNE- —238 CCC pavients (n=26) Asymplomatics (n=27) Controfs {# = 169)
n al n af n af
Alleles
A 4 0.077 1 0.018 23 0.063
G 48 0.923 53 0.98!¢ 315 0.932
CCC panents (a = 26) Asymplomatics (1 =27) Cantrols (# = 169)
n ef [l gt n gl
Genalypes
GG 22 0.846 26 0.963 147 0869
AG 4 0.154 1 0.037 21 0.124
A 0 0.000 0 0.000 | 0.006
TMF.0 -308 CCC pavients (i =27) Asymplomalics (n=127) Controls (r= 162)
" af " al n afl
Alleles
T 41 0.75% 54 1.0 3 0956
T2 i3 Q2400 4] 0.9 14 {.043
CCC paucnts {n=27) Asymptomalics {# = 27) Controls {(r=162)
" ef n gl n gl
CGrenotypes
TITI 16 0.592° 27 1.0 148 0813
TIT2 9 0.33% Q Q.0 14 N.08A
T2T2 2 0.074° a an [ LR L]

* Increased when compared to asymptomatics (pC = 0.0002, OR = undefingd) and healthy controls {(pC=4 x 107, OR =7 02, 5% C1=2.87-17.22)

b Decreascd when compared to asymplomatics (pC =0.0006, OR = undefined).

¢ In¢reascd when compared to asymptomatics (pC = 0.003, OR = undefined) and healthy controls (pC = 0.0006, OR = §.29, 95% CI =1 8-15 46)
4 [ncreased when compared 1o healthy contrels (pC = 0.012, OR = undefined).
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In order to establish the participation of TNF-a promoter’s
pelymorphisms in the development of the CCC, we sepa-
rately analyzed the frequencies on CCC and asymptomatic
tndividuals as well as in healthy controls (Table 2). Satisti-
cal analysis showed increased frequencics of T2 (A) allele
and T1T2 (AG) genotype in the group of patients with CCC
when compared to asymptomatic individuals {pC = 0.0002,
OR =undefined, and pC=0.003, OR=undcfined, respec-
tively) and healthy controls (pC=4 x 1077 QR=7.02,
95% C1=2.87-17.22 and pC=0.0006, OR=529, 9%
Cl=1.8~15.46, respectively). All the T2 (A} allcle posi-
tive patients presented chronic chagasic cardiopathy. Also,
decreased frequencies of Tl (G) allele were found in
CCC patients when compared to asympiomatic individ-
vals (pC=0.0002, OR =undefined) and healthy controls
(pC=4x 1077, DR =0.14, 95% Cl=0.06-0.35). The CCC
patients showed increased frequency of T2T2 (AG) geno-
type when compared to healthy controls (pC=0.012,
OR =undefined) and decreased frequency of TIT1 (GG)
genotype when compared to asymptomatic individuals
(pC=0.0006, OR = undefined).

Finally, HL.A-DR16 allele was not in liokage disequilib-
rium with —308 T2 (A) allele in the Chagas’ disease patients
(P >0.05) (data not shown).

4. Discussion

Previous studies have reported increased levels of TNF-a
in cardiovascular discases such as congestive heart failure,
myocarditis, ischemic heart disease and dilated cardiomy-
opathy [20-24]. In Chagas’ discase high levels of TNF-« in
plasma and in some tissues have been reported both in hu-
mans and animal models [25-27). A critical factor for the
development of chronic disease in patients infected with T
cruzi, is the persistence and amount of TNF-w, that is pro-
duced by the host in response to infection. Experimental stud-
ies have suggested that high TNF- production in the target
organ of the disease is responsible, at least in part, for the
severe pathology associated with the fater stages of infection
[26,27]. These observations raise the possibility that the car-
diac: form of Chagas” disease is related to the genetic propen-
sity of an individuat to produce TNF-a. Some studies indi-
cate that TNF-308 polymorphism has a sigaificant effect on
transcriptional activity [14,15,28], but others have been un-
able to demonstrate a difference in transcriptionat activity be-
tween —308G and —308 A alleles {29,30]. On the other hand,
the —238 polymorphism has been studied in several works
but the findings do not have physiological relevance [17,30],
and Beraun reports that polymorphisms at TNF Joci are not
associated with Chagas’ disease [31]. The genetic structure
of the population studied by Beraun could be different than
Mexican Mestizo population and it might be a rcason of dif-
ferent findings in these populations. The lack of association
between —238 polymorphic site and Chagas® disease is cor-
roborated in the present work which reports the analysis of

these two TNF polymorphisms (—238 and ~308 positions)
in a group of . cruzi seropositive individuals with and with-
out cardiomyopathy. The total group of infected individuals
{with and without CCC) showed increased frequency of TNF-
308 T2 (A) allele when compared to seronegative healthy
controls, suggesting that this allete could be associated with
the Chagas’ discase susceptibility. When comparing asymp-
tomatic and chronic patients between each other and with
healthy contrels, we found differences between the chronic
group compared with asymptomatics and with healthy con-
trols. The 308 T2 zllele was only present in patients with
chronic disease suggesting that this allele is directly involved
in the genetic susceptibility to develop the chronic phase of
the disease. Previous studies reported that patients with more
severe Chagas” disease had elevated plasma levels of TNF-
a and high correlation between these levels and the degree
of heart dysfunction [11]. Our molecular data correlate with
these serological studies because it has been reported that
T2 allele is related with high preduction of TNF-a and we
detected that this aliele is only present in individuals with
chronic Chagas heart disease. On the other hand, the T1 and
TI1T! frequencies were decreased in the chronic group when
compared with asymptomatic and healthy controls, which
might have been related with the resistance to develop this
chronic phase of the disease. Chagas’ discase has heen asso-
ciated with HLA alleles in several populations including the
Mexicans. In Mexican patients, Chagasic cardiomyopathy
was associated with HLA-DR16 alleles [32]. In the present
work we reported association with TNF-308 T2 allele. In or-
derto know ifthis association is independent of that conferred
by HLA alieles we calculated the linkage disequilibrium be-
tween them. HLA-DR16 and —308 T2 alleles were not in
linkage disequilibrium suggesting that they have indepen-
dent effect in the susceptibility to Chagasic cardiomyopathy
in our population.

It is well known that in addition to mechanical damage
by T. cruzi, the production of pro-inflammatory cytokines
within the myocardiumn participates in the pathophysiology
of acute Chagasic cardiomyuopathy. Several studies report that
cytokines such as 1FN-gamma, IL-1, IL-6 and TNF-alpha
modutate the expression of adhesion molecules which partic-
ipate in the inflammatory process [33-36]. This contributes to
the progression of the local inflammatory reaction in the dis-
ease. Polymorphic sites in that cytokines have been reported
and its study could help to define its role in the progression
of Chagas’ cardiomyopathy.

In conclusion, the present study demonstrates that Chagas’
disease is associated with TNF-o polymorphisms in the Mex-
ican population. The TNE-308 T2 allele could be a marker
involved in the chronic phase of the disease. However, ad-
ditional studies in a larger number of patients could help to
establish the true significance of this association. Finally, if
this association is corroborated in other studies, the detec-
tion of —308 T2 allele could be used as a prognostic marker
for the development of cardiac damage in Chagas® disease
patients.
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