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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Recibido el 28 de noviembre de 2011 Alrededor de un 30% de los pacientes chagasicos luego de afios de permanecer sin sinto-
Corregido el 12 de enero de 2012 mas evidentes desarrollan cardiomiopatia chagasica.

Aceptado el 27 de enero de 2012 Objetivo: Conocer si los factores de riesgo cardiovascular y polimorfismos genéticos parti-

cipan acelerando la sintomatologia cardiaca en mujeres chagésicas.

Publicado on-line el Material y Método: Estudio descriptivo que evalué el perfil sérico de lipidos, funcién re-

nal y hepdtica, radiografia de térax (Rx), electrocardiogramas (ECGs) y ecocardiografias
(EcoCGs). Se analizaron los polimorfismos Ala-9Val y 11e58Thr del gen de la SOD-Mn,
el 138exlins/del A del gen endotelina-1 (ET-1), y el H323H (T/C) del gen del receptor de
Versién on-line: www.fac.org.ar endotelina A (ETA) mediante PCR-RFLP en ADN de leucocitos. Se analiz6 estadistica-
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mente la participacién de los factores de riesgo cardiovasculares asociado a polimorfismos
genéticos.

Resultados: En 107 mujeres chagasicas y no chagasicas observamos que el perfil bioquimico
no mostré diferencias entre las pacientes chagasicas y no chagésicas. Las pacientes cha-
gésicas menores de 55 afios mostraron mayor incidencia de anormalidades en Rx, ECGs
y presentaron cardiomiopatia de grado II y III. Se determiné que, la probabilidad de tener
un EcoCG anormal fue 5,87 mayor en pacientes chagasicas jovenes (OR = 5.87, IC 95%:
1,47 a 23,4). El analisis genético mostré una asociacién significativa en la distribucién de
la frecuencia del polimorfismo Ile58Thr del gen de SOD-Mn (p<0.0495), no se encontré
asociacion entre enfermedad y polimorfismos genéticos.

Conclusiones: El parasito afecta a mujeres jévenes acelerando el deterioro de la funcién
cardiaca independiente de los factores de riesgo cardiovasculares, de la accién cardiopro-
tectora de los estrégenos y de los polimorfismos genéticos analizados.
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Analysis of cardiovascular risk factors and genetic polymorphisms in young
chagasic women.

ABSTRACT

Around of the 30% of the chagasic patients develop Chagasic cardiomyopathy after years
of stay without symptoms.

Objective: To determine whether cardiovascular risk factors and genetic polymorphisms
would accelerate the cardiac symptoms in chagasic women.

Materials and methods In a cross sectional study we assessed the serum lipid profile, renal
and hepatic function, chest radiograms, electrocardiograms (ECGs) and echocardiography
(EcoCGs). To analyze polymorphisms Ala-9Val and Ile58Thr in the Mn-SOD gene,
138exlins/del in the endothelin-1 gene (ET-1) and H323H of the receptor A of Endothelin
(ETA), by PCR-RFLP in DNA from leukocytes and by statistically test to determine the
involvement of cardiovascular risk factor associated with genetic polymorphisms.

Results: In 107 chagasic and non-chagasic women we observed that the biochemical profile
showed no differences between chagasic and non chagasic patients. The young chagasic
patient (less than 55 years old) showed more incidences of abnormalities in x-rays, ECGs
and presented cardiomyopathy of grade IT and III It was determined that the probability of
having an abnormal EcoCG was 5.87 in young patients with Chagas disease (OR = 5.87,
CI 95%: 1.47 to 23.4).Genetic analysis showed a significant association in the distribution
of frequencies of Mn-SOD gene Ile58Thr polymorphism (p < 0.0495), but it found no
statistical association between disease and genetic polymorphisms.

Conclusions: The parasite affects young women by accelerating the deterioration of cardiac
function independent of the cardiovascular risk factors, the cardioprotective action of

estrogens and the polymorphisms analyzed.

Key words: Chagas disease. EchoCG alterations. Premenopausal women.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas (EC) es un grave problema de salud
publica en América Latina y causa la cardiomiopatia infeccio-
sa mas frecuente en el mundo ' La infeccién se caracteriza por
una fase aguda inicial que puede pasar desapercibida, seguida
de infeccidn crénica leve con serologia positiva, dificultad de
detectar parasitemia y escasos signos de enfermedad 2. Alre-
dedor de un tercio de los sujetos desarrollan cardiomiopatia
chagasica créonica (CCC) varios afios después de la primoin-
feccién. En Argentina, la CCC causa aproximadamente 45.000
muertes por afo .

Una caracteristica de la EC es la dificultad para predecir quie-
nes desarrollardn sintomas. La variabilidad de los sintomas
y evolucién de enfermedad puede atribuirse a diferentes ce-
pas virulentas de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y la capacidad
del huésped de generar una respuesta adaptativa acorde a su
composicién genética . Es, en este sentido que los factores
genéticos de progresién de la enfermedad necesitan ser estu-
diados en estos pacientes. En la actualidad existen numerosos
trabajos que relacionan la composicién genética, a partir de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) con caracteristi-
cas clinicas de enfermedades multifactoriales °. El analisis de
una posible relacién entre el sistema endotelina, la actividad

superoxido dismutasa dependiente de Mn (SOD-Mn) y al-
teraciones cardiacas vinculadas a respuesta terapéutica, han
sido estudiados por diferentes autores para las diferentes car-
diomiopatias, pero poco se conoce acerca de lo que sucede en
laEC*®.

Por otra parte, las mujeres presentan menor riesgo de desa-
rrollar enfermedades cardiacas debido a los efectos cardiopro-
tectores de los estrégenos °.

La CCC es frecuente en nuestra poblacién, y los signos clini-
cos de lesién cardiovascular son heterogéneos. Las mujeres en
edad reproductiva y productiva constituyen el grupo menos
afectado por las enfermedades cardiovasculares. Poco se sabe
sobre cémo la infeccién del T. cruzi afecta el corazén de las
mujeres premenopausicas y si desarrollan una sintomatologia
caracteristica. Por lo que, nos propusimos estudiar si los facto-
res de riesgo cardiovasculares y los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) como la insercion o delecion de Adenina en
la posicién 138 del exén 1 del gen de endotelina-1 (138exlins/
del A ET-1), el cambio de Citosina (C) por Timina (T) en la
posicién 323 del exdn 6 del gen del receptor A de endoteli-
na (ET, His323His), y el cambio de aminodcido Alanina (Ala)
por Valina (Val) (Ala9Val) y el cambio de Isoleucina (Ile) por
Treonina (Thr). (Ile58Thr) en el gen de la SOD-Mn se asocian
con sintomatologfa caracteristica de la mujer chagasica joven.
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MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 107 mujeres entre los 30 y 78 afios de edad,
que asistieron en forma consecutiva al Servicio de Chagas e
Hipertensién, Departamento de Medicina Interna del Hos-
pital Cérdoba, Cérdoba, Argentina. Todas completaron un
cuestionario sobre antecedentes familiares de enfermedades
cardiovasculares y se sometieron a un examen fisico. Fueron
tratados de acuerdo con la declaracién de Helsinki y firmaron
un consentimiento informado antes de la admisién. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de la institucién. Se ex-
cluyeron las mujeres embarazadas e hipertensas.

Se les realiz electrocardiograma de 12 derivaciones en reposo
(ECG), ecocardiografia transtoracico bidimensional Doppler
color (EcoCG) y radiografia de Térax (Rx). Las lecturas de las
técnicas no invasivas fue informada por observadores inde-
pendientes. Se les extrajo muestras de sangre para realizar
pruebas bioquimicas rutinarias y determinacién seroldgica de
la EC. Se valor6 la funcién hepatica, renal, lipidos en plas-
ma y perfiles metabdlico: AST: aspartato aminotransferasa
(normal <38 Ul/ml), ALT: alanina aminotransferasa o gluta-
mico/pirtvico transaminasa (normal 41 UI/ml), LDH: lactato
deshidrogenada (normal <480 UI/ml), FA: fosfatasa alcalina
(normal<270 Ul/mL), TG: triglicéridos (normal<180 mg/dl),
HDL-cols.: Lipoproteina de alta densidad (normal >40 mg/
dl), LDL: lipoproteina de baja densidad (normal <100 mgy/dl),
Creatinina normal 0.7 - 1.4 mg/dL, Urea normal < 40 mg/dL,
Acido Urico normal <6 mg/dL, Colesterol normal < 150 mg/
dL,

Una alicuota de sangre venosa fue usada para aislar el ADN
por métodos convencionales y realizar analisis de SNPs me-
diante PCR-RFLP segun las referencias bibliograficas'. La
Tabla 1 muestra detalles de las secuencias amplificadas, pro-
ductos generados para identificar polimorfismos y las referen-

TABLA 1.

cias bibliograficas correspondientes #1213,

Se diagnosticaron como pacientes chagdsicas (C) aquellas
que presentaron dos o mds pruebas seroldgicas cuantitativas
positivas segtn lo indicado por la OMS (IFI positivo 2 1:32,
Ensayo de inhibicion por hemaglutinacion HIA®1:28) y no
Chagdsicas (nC) en caso de resultar negativas ™.

Seglin criterios de evaluacién cardiovascular definidos por
Organizacion Mundial de la Salud (OMS/OPS) ** se clasificé a
las pacientes en asintomdticas cuando presentaron Rx, ECG
y EcoCG y datos clinicos normales, o en sintomdticas cuando
al menos una de las evaluaciones fue anormal.

El grupo sintomdticas, fue subdividido en: Subgrupo 1 ca-
racterizado por pacientes con Rx con hipertrofia cardiaca leve;
ECG con bloqueo completo de rama derecha (BCRD), y/o al-
teraciones de repolarizacién y/o extrasistoles ventriculares; y
fraccién de eyeccién ventricular izquierda (FEVI) mayor del
50%. Subgrupo 2 pacientes con moderada hipertrofia car-
diaca y cambios en el ECG como BCRD, alteraciones en la
conductividad eléctrica generalizada y FEVI inferior al 50%.
Subgrupo 3 pacientes con cardiomegalia severa, insuficien-
cia cardiaca; arritmias y FEVI inferior al 40%, y dilatacién de
cavidades cardiacas.

Para estudiar el efecto estrogénico sobre la CCC, las pacientes
se dividieron en premenopdusicas cuando fueron menores
de 55 afios de edad y con niveles de estrégeno entre 40-350
pg/mL y posmenopdusicas, pacientes mayores de 55 afios de
edad y niveles de estréogeno menores de 30 pg/mL). Las mu-
jeres con valores de estrégenos por fuera de los limites deter-
minados fueron excluidas del trabajo.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos se
obtuvieron por conteo directo. Se calculé el Equilibrio de Har-
dy-Weinberg. Las diferencias en las variables clinicas y bio-
quimicas entre grupos se evaluaron mediante andlisis de x2 o
prueba de Irwin-Fisher. El valor p menor 0,05 fue considerado

Oligonucledtidos, enzimas de restriccién y tamafio del amplicén para las secuencias polimorficas.

Polimorfismos  Secuencia de Oligonucleétido

138/ex1 ins/del A
del gen de ET-1

5"CGCCTCCGCAGTCCCAGCTCTCCACCG-3°
5TCAAAGCGATCCTTCAGCCCAAGTGCCGTTT-3"

His323His del
gen de ET,

5%- CCACTTTCCTTTAG-3"
5"-GGTATGATCCTGTGTACTCG-3

Ala-9Val gen del
gen de SOD-Mn

5 -CCAGCAGGCAGCTGGCACCG-3
5 -TCCAGGGCGCCGTAGTCGTAGG-3"

5-AAGCTCCTCCCATTATCTAATAGC3’
5-TCAGTGCAGGCTGAAGAGAT-3’

[le58Thr del gen
de SOD-Mn

Enzimas de Tamano del fragmento

Ref i
Restriccion generado eherencias
127 pb i ion 4A
BseL1* P® para 1HSGI’C10T1/ Y Yamada, 2002 ®
29+98 pb para delecién 3A
83 + 87 pb Ty 172 pb
MspC* poparatyiep Colombo MG, 2006
para C
74 + 17 pb para Cy 91 pb
Agel’ popaay=ip Hiroi, F.5.1999 ©
paraT
120 + 20 pb Ty 140 pb
Eco321" popaaty =P Akyol O, 2004
para C

138/ex1 ins/del A Posicién 138 en el exén 1 insercién/delecién de Adenina, ET-1 Endotelina 1, His Histidina ; ET, Receptor A de endotelina; Ala alanina;

Val valina, Ile isoleucina, Thr Treonina, pb: pares de bases " de NEB.
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estadisticamente significativo. Se calcularon las estimaciones
para OR (Odd ratio) con intervalos de confianza del 95% (IC).
Los analisis se realizaron mediante SPSS version 15 (Chicago,
Illinois, EEUU) INFOSTAT.

RESULTADOS

La distribucién de mujeres C y nC segtn los diferentes gra-
dos de afeccion cardiaca se muestra en la Tabla 2. Se observa
que las pacientes C presentan mayor grado de dafo cardiaco
segln la valoracién conjunta de Rx, ECG y EcoCG. Se calcu-
lo que las mujeres chagdasicas tienen mds probabilidades de
tener lesiones comparable con cardiomegalia de grado III en
comparacién que las mujeres no Chagasicas (59,3 y 35,3%,
respectivamente, p = 0.046).

TABLA 2.
Distribucién de pacientes Chagasicas y No Chagasicas segtn el grado
de dafio cardiaco.

Chagasicas NO Chagasicas
p valor
% (n) % (n)
Asintomaticas 12.2(7) 30 (15) 0.188
Sintomaticas:
Subgrupo 1 15 (8) 28.4(10) 0.186
Subgrupo 2 25.5 (12) 35 (12) 0.335
Subgrupo 3 59.5 (30) 35.2 (13) 0.048*

Asintomaticas: con Rx, ECG y EcoCG compatibles con valores normales, Sin-
tomaticas: con alteraciones en Rx, ECG y EcoCG; Subgrupo 1: afeccion leve,
Subgrupo 2: moderado, Subgrupo 3: severo. Detalle de la clasificaciéon en Ma-
terial y Métodos. Se indica porcentaje y entre paréntesis niimero de individuos,

p <0.05 se considera significativo.

Las determinaciones bioquimicas de las mujeres pre y posme-
nopéusicas Cy nC en general no mostraron diferencias esta-
disticamente significativas; excepto para TG y HDL-colesterol
plasméticos (TG p < 0.0099; HDL Col p < 0.0567).con valores
anormales entre las mujeres no Chagasicas.

Las frecuencias de deteccion de alteraciones en Rx de torax,
ECG y EcoCG las pacientes pre y post menopausicas de cada
grupo se muestran en la Tabla 3. En general, las mujeres pre-
menopausicas chagasicas mostraron una mayor incidencia de
tener un Rx de térax, ECG y EcoCG anormal en comparacién
con las mujeres premenopausicas no Chagasicas. Las muje-
res premenopausicas chagdsicas tienen 5.87 veces mds pro-
babilidades de tener un EcoCG anormal en comparacién con
las mujeres premenopdusicas no Chagasicas (IC 1,47-23.39).
Destacamos que el grado de dafio cardiaco entre ambos gru-
pos posmenopausicos fue similar.

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismos analizados
en mujeres chagdasicas y no chagésicas se muestran en la Ta-
bla 4. Observamos una asociacién significativa en la distri-
bucién de las frecuencias de los polimorfismos Ile58Th del
gen Mn-SOD entre los grupos. El grupo de pacientes con la
enfermedad de Chagas mostré un exceso de heterocigotos (p
< 0.0167) en el polimorfismos del gen de ET-1 (+138/exlins/
del A). y la poblacién de pacientes no Chagésica mostré un
exceso de heterocigotos (p < 0.0167). el polimorfismo Ala 9Val
del gen de la Mn-SOD. Para el resto de los loci, no observd
ninguna desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. No se
detect6 ninguna asociacién estadistica significativa entre los
polimorfismos y el grado de afeccién cardiovascular.

TABLA 3.
Frecuencias de alteraciones cardiacas en mujeres Chagasicas y no
chagdsicas pre y post menopausicas.

Evaluacién
Premenopausica % (n) Posmenopausica % (n)
Cardiaca
No- No-
Chagasica Chagésica

chagasica chagasica
Rxs
asintomaticas 54 (18) 31 (8) 20 (2) 9 (3)
sintomaticas 46 (15) 69 (17) 80 (8) 91 (31)
ECGs
asintomaticas 59 (20) 30 (8) 20 (2) 9(3)
sintomaticas 41 (14) 70 (18) 80 (8) 91 (31)
EcoCG
asintomaticas 81 (29)* 43 (12) 50 (4) 12 (4)
sintomaticas 19 (7) 57 (16) 50 (4) 88 (30)

Asintomaticas: pacientes con Rx, ECG y EcoCG compatibles con registros
normales, Sintomaticas: Pacientes con alteraciones en Rx, ECG y EcoCG. Se
indica porcentaje y entre paréntesis nimero de individuos, p <0.05 se considera

significativo *p<0.015.

DISCUSION

Esta ampliamente aceptado que los estrdégenos tienen efec-
tos cardioprotectores en las mujeres premenopausicas. En
nuestro estudio hemos observado que las pacientes chagasi-
cas premenopausicas, presentan mayor compromiso cardio-
vascular en comparacién con las mujeres no chagdsicas ain
aquellas que presentan otras enfermedades cardiovasculares.
Ademds, las pacientes jévenes chagdsicas tienen afecciones
miocardicas que normalmente no se observan entre las pa-
cientes no Chaggdsicas de la misma edad.

Las mujeres Chagasicas y las no Chagésicas presentan un
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perfil metabdlico semejante observado a partir de los datos
detectados en plasma. Por lo tanto, estas variables bioquimi-
cas no contribuyen a explicar el dafio cardfaco observado en
las pacientes Chagasicas comparadas con las no Chaggdsicas.
Berra et al %, estudiaron en una poblacién de hombres y mu-
jeres chagasicos los factores de riesgo, como habito de fumar,
alcoholismo, obesidad e hipertension y los compararon con
pacientes no Chagasicos, observaron que los factores de ries-
go convencionales para enfermedad cardiaca no se asocian
estadisticamente con mayor riesgo de desarrollar enfermeda-
des cardiacas entre las personas infectadas por T. cruzi .

TABLA 4.
Frecuencias Genotipicas de los polimorfismos en mujeres Chagasicas

y no chagdsicas.

Polimorfismo No-

Genético Chagdsicas chagasicas p valor
+138/ex1 ins/del A ET-1 gen % (n) % (n) x> test
3A/3A 22(8) 18 (6)

3A/4A 64(23) 67 (22)

4A/4A 14(5) 15 (5) 0.9149
His323His ET, gen

CcC 22 (8) 41 (13)

CT 78 (28) 47 (15)

TT 0 (0) ) J—
Ala-9Val SOD Mn gen

Ala/Ala 14 (5) 15 (5)

Ala/Val 64 (23) 67 (22)

Val/Val 22 (8) 18 (6) 0.9149
Tle58Thr SOD Mn-gen

Tle/ Tle 42 (15) 16 (5)

Tle/ Thr 36 (13) 44 (14)

Thr/Thr 22 (8) 41 (13) 0.0495*

Los ntimeros indican el porcentaje de individuos que llevan el genotipo, entre
paréntesis el nimero. Ala: alanina, Val: valina, Ile: isoleucina, Thr: treonina, 3A
del: tres adeninas deleccion; 4A ins: cuatro adeninas insercién; C: citosina, T:

timina. ------ No es posible calcular el test x* test. *p<0.05.

En nuestras pacientes, la agresividad de T. cruzi se evidencia
por la severa disminucién de funcién sistdlica observada en el
EcoCG bidimensional (FEVI < dilatacién de 40% y grado III
de las cavidades cardiacas). Situacién que no se detecta entre
las pacientes no chagasicas. Por lo tanto, nuestro estudio de-
muestra que los dafios cardiacos detectados en mujeres jove-

nes Chaggésicas deben ser ocasionados por la infeccién crénica
con T. cruzi, siendo los estrégenos no eficaces para ejercer su
accién protectora sobre el corazén, como ocurre con las mu-
jeres no chagdsicas afectadas por otros factores de riesgo car-
diovasculares.

Correia et al 7 mostraron que pacientes con la EC indetermi-
nado presentaban inalterada la variabilidad en el intervalo
corto del ECG y en algunos se observaban pequefias lesiones
en las inervaciones eferentes del nodo sinusal, lo que sugiere
que la mayoria de los pacientes Chagdsicos, en la etapa asin-
tomatica, no presentan lesiones importantes, pero si una pe-
quefio dafio V. Resultados similares se observaron en los adul-
tos mayores chagdsicos, habitantes de dreas endémicas'® ™. En
este trabajo no observamos diferencias estadisticas entre los
ECGs de pacientes Chagasicas y no Chagasicas, a pesar que la
incidencia ECGs anormales entre las pacientes premenopau-
sicas chagasicas es mucho mayor. Después de la menopausia,
la incidencia de ECG anormal entre las pacientes Chaggdsicas,
alcanza los mismos valores que entre las no Chaggdsicas. Entre
las pacientes no chagasicas, esto puede ser debido a compli-
caciones generadas por la hipertension, y en pacientes cha-
gasicas, es probable que la causa se deba al tiempo con que
transcurre con la lesién original.

Hay suficientes pruebas para sugerir que composicién gené-
tica podria afectar a la evolucion de los sintomas del paciente
y agravar su estado clinico. En nuestra poblacion, se obser-
va una asociacién significativa entre individuos Chagasicos y
portadores del polimorfismo Ile58Thr del gen SOD-Mn. Se
ha demostrado que, el cambio de aminodacidos isoleucina por
Treonina afecta a la estabilidad de la proteina en la interfase
tetramérica, esto produce una reduccién de la actividad enzi-
matica . Varios estudios informan que, en plasma de pacien-
tes chagdsicos se detecta una disminucién de actividad SOD
en un 60% comparada con el grupo sano ?'. Sumadas las dos
situaciones, infeccién por T. cruziy la reducida actividad de-
bido al polimorfismo, ocasionaria en los pacientes crénicos,
efectos perjudiciales en el sistema homeostatico del funcio-
namiento del corazén conduciendo a un deterioro temprano
de la funcién cardiaca. Lamentablemente el escaso nimero
de mujeres portadoras del polimorfismo Thr/Thr del gen del
SOD-Mn no nos permitié determinar una asociacién entre
este polimorfismo, la determinacién de la actividad enzima-
tica y la afeccién cardiaca.

Se conoce que en las mujeres el estrogeno tiene acciones de
proteccion sobre el corazén y algunos autores proponen que,
los pacientes con CCC presentan un desequilibrio en los me-
canismos homeostdticos . Entre las mujeres premenopausi-
cas chagasicas el desequilibrio entre moduladores/estrégenos
manifestado en forma crénica llevarfa al deterioro cardiaco
temprano. Por lo que urge evitar que en las pacientes chagasi-
cas jovenes no evolucione su cardiomiopatia tempranamente,
ya que llegada la menopausia se encontrara en condiciones de
severidad clinica.

Nuestras observaciones no parecen verse influenciadas por
factores antropométricos o clinicos, porque ambos grupos es-



A. Sembaj / Rev Fed Arg Cardiol. 2012; 41(1): 30-35 35

taban estrictamente controlados para variables confundantes
(habito de fumar, vida sedentaria, sobrepeso, entre otros). Las
variables bioquimicas que indican un riesgo de desarrollar la
cardiomiopatia no son sustancialmente diferentes entre los
dos grupos de mujeres premenopausicas. La diferencia en la
incidencia de pacientes con EcoCG anormal parece deberse a
mecanismos que se activan por infecciéon por T. cruzi, proba-
blemente el genotipo Thr-SOD-Mn aumentaria el riesgo de
dafio cardiaco.

CONCLUSIONES

En general, las mujeres jévenes son consideradas un grupo
con bajo riesgo de desarrollar lesiones cardfacas, en funcién
de nuestras observaciones es necesario no pasar inadvertidas
la funcién cardiaca en las mujeres jévenes chagasicas. Con el
objeto prevenir y controlar las complicaciones graves e irre-
versibles del corazén, se deberian aumentar los controles car-
diol6gicos entre este grupo de pacientes vulnerables.
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