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RESUMEN

Introducciéon: La insuficiencia cardiaca con fraccién de eyeccion ventricular izquierda reducida (FEVIr) es una de las patologias
cardiovasculares con mayor mortalidad. La existencia de una predisposicién genética para el desarrollo de esta patologia ante
la presencia de una noxa es ain incierta.

Obijetivos: El objetivo de este estudio fue identificar asociaciones entre variantes genéticas en alelos polimérficos, polimorfismos
de nucleédtido tinico (SNPs) con la presencia de FEVIr y de trastornos de conduccién intraventricular (TCIV), en un modelo
de miocardiopatia adquirida como es la chagésica.

Material y métodos: Se incluyé como modelo de estudio a pacientes seropositivos para enfermedad de Chagas con data de
infeccion de mas de 20 anos, un grupo con FEVIr (FEVI <35 %) y otro con FEVI preservada, FEVIp (=50 %). Se realiz6 una
toma de sangre que fue procesada para la obtencién del 4cido desoxirribonucleico (ADN), que se envié a un laboratorio in-
ternacional de genotipado. Se preparé un panel de SNPs de genes utilizando la base internacional The Genome Aggregation
Database (GnomAD), eligiendo SNPs con una frecuencia en la poblacion del 10 % al 40 %. Los SNPs elegidos estan relacio-
nados con genes responsables del proceso de contraccién y relajacion ventricular (TTN, BAG3, MTSS1), el metabolismo mio-
cardico (PPARGC1A, SIRT1, AKT1 mTOR, AMPK), receptor adrenérgico beta 1 (ADRB1), receptor colinérgico muscarinico
2 (CHRM2), receptor de angiotensina II tipo 1 (AGTR1B), y el péptido natriurético auricular (NPPA). Mediante diversos
modelos de inteligencia artificial para aprendizaje supervisado (Regresién Logistica, Mdquinas de Vectores de Soporte, Redes
Neuronales Artificiales, Naive Bayes, Arboles de Clasificacion y Random Forest) se evaluaron 68 SNPs como predictores de la
presencia de dos fenotipos: FEVIr, y TCIV. El desempeiio de los modelos para la prediccién de la FEVIr se evalué mediante la
técnica de validacién cruzada (cross-validation), con la métrica F1 como medida de precisién para seleccionar el mejor modelo.
Resultados: Se incluyeron 182 pacientes, con una mediana de edad de 62 afios, el 39,6 % hombres. El 31 % presenté6 FEVIr y
el 53 % algtn TCIV. E1 modelo con el mejor desempeinio fue la regresion logistica (F1 = 0,85), por lo que se la utiliz6 para ex-
presar la asociacién mediante el Odds Ratio y su IC del 95%. Se observé que las variantes rs2076300, rs61772962 y rs7071853
fueron predictores independientes de reduccién de la FEVI, mientras que, para la presencia de TIVC, el Ginico predictor fue el
SNP rs72840788. E1 SNP rs61772962 corresponde al gen PRKAA2, que codifica a la subunidad catalitica alfa-2 de la proteina
quinasa activada por 5’-AMP. Por su parte el rs7071853 y el rs72840788 corresponden al gen que codifica a la proteina BAG3
(regulador 3 de chaperona). Finalmente el SNP rs2076300 corresponde al gen DSP que codifica una desmoplaquina, proteina
de la placa de unién de los desmosomas.

Conclusiones: En este modelo de derivacién, en un conjunto de pacientes con serologia positiva para Chagas se identificaron
3 SNPs predictores de reduccion de la FEVI y un SNP predictor de TCIV. La reproducibilidad de estos resultados deberia ser
confirmada en un modelo de validacién con una mayor muestra de individuos. Ademés, este hallazgo podria ser de utilidad
en miocardiopatias dilatadas de otras etiologias.
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ABSTRACT

Background: Heart failure with reduced left ventricular ejection fraction (HFrEF) is one of the cardiovascular pathologies
with the highest mortality. The existence of a genetic predisposition for the development of this pathology in the presence of
a noxa is still uncertain.
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Obijectives: The aim of this study was to identify associations between genetic variants in polymorphic alleles, single nucleotide
polymorphisms (SNPs) with the presence of rEF and intraventricular conduction disorders (IVCD) in a model of acquired
cardiomyopathy such as chagasic cardiomyopathy.

Methods: A study model including patients seropositive for Chagas disease with a history of infection of more than 20 years,
one group with rEF (=35%) and another group with preserved LVEF (pEF, =50%). A blood collection was performed and
processed to obtain deoxyribonucleic acid (DNA), which was sent to an international genotyping laboratory. A panel of gene
SNPs was prepared using the international TheGenomeAggregationDatabase (GnomAD), choosing SNPs with a frequency
in the population of 10% to 40%. The SNPs chosen are related to genes responsible for the process of ventricular contrac-
tion and relaxation (TTN, BAG3, MTSS1), myocardial metabolism (PPARGC1A, SIRT1, AKT1 mTOR, AMPK), adrenergic
receptor beta 1 (ADRB1), cholinergic receptor muscarinic 2 (CHRM2), angiotensin II type 1 receptor(AGTR1B), and atrial
natriuretic peptide (NPPA) Using various artificial intelligence models for supervised learning (Logistic Regression, Support
Vector Machines, Artificial Neural Networks, NaiveBayes, Classification Trees, and RandomForest) 68 SNPs were evaluated
as predictors of the presence of two phenotypes: rEF, and IVCD. The performance of the models for the prediction of rEF was
evaluated by cross-validation technique, with the F1 metric as a measure of accuracy to select the best model.

Results: One hundred and eighty-two patients were included, with a median age of 62 years, 39.6 % men. Thirty-one percent
had rEF and 53% had some IVCD. The model with the best performance was logistic regression (F1=0.85), so it was used to
express the association by Odds Ratio and its 95% CI. It was observed that the variants rs2076300, rs61772962 and rs7071853
were independent predictors of rEF, whereas the only predictor for IVCD was the SNP rs72840788. The SNP rs61772962
corresponds to the PRKAA2 gene, which encodes the alpha-2 catalytic subunit of 5'-AMP-activated protein kinase. On the
other hand, rs7071853 and rs72840788 correspond to the gene encoding the BAG3 protein (chaperone regulator 3). Finally,
the SNP rs2076300 corresponds to the DSP gene encoding a desmoplakin, a protein of the desmosome binding plate.
Conclusions: In this derivation model, in a set of patients with positive serology for Chagas disease, 3 SNPs predictive of rEF
and one SNP predictive of IVCD were identified. The reproducibility of these results should be confirmed in a validation model
with a larger sample of individuals. Furthermore, this finding could be useful in dilated cardiomyopathies of other etiologies.
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INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca con fraccién de eyecciéon ven-
tricular izquierda reducida (FEVIr) representa una de
las patologias con mayor mortalidad. Entre sus prin-
cipales etiologias se destaca la miocardiopatia dilatada
(MCD). Los predictores del desarrollo y prondstico de
la MCD estéan sujetos a continua investigacion. A pesar
de los avances en el entendimiento de los mecanismos
fisiopatologicos subyacentes, las razones por las cuales
ciertas condiciones predisponen a la evolucién hacia la
miocardiopatia dilatada atiin no se comprenden com-
pletamente. (1)

Se han identificado alteraciones genotipicas (fami-
liares) responsables de un pequeno grupo de casos con
el fenotipo de dilatacion ventricular.

Un aspecto notable es que la misma noxa puede
generar efectos variables entre distintos pacientes.
Esto sugiere la posible existencia de una predisposi-
cién genética que influiria en una evolucién clinica
diferenciada. En este contexto, los polimorfismos de
nucleédtido inico (SNPs) podrian desempenar un papel
clave en la variabilidad de la respuesta de los pacientes
ante una misma noxa.

Para investigar la existencia de variantes genéticas
asociadas con la predisposicién a la MCD utilizamos la
enfermedad de Chagas como modelo. (2)

La enfermedad de Chagas es responsable de la
MCD con mayor morbilidad y mortalidad. Presenta dos
fases clinicas: una aguda, que suele ser asintomatica
en el 95 % de los pacientes, y una fase crénica, con
un periodo de latencia prolongado de 10-30 anos. En
este grupo, entre el 25 % y el 30 % de los individuos,

desarrollan signos o sintomas de afectacion cardiaca
(miocardiopatia chagéasica). (3)

La miocardiopatia chagésica crénica (MCC) se ha
considerado como la causa mas frecuente de miocar-
diopatia no isquémica en Argentina. Sin embargo, no
existe consenso sobre los indicadores de riesgo para el
desarrollo de esta afeccion y otros eventos cardiovas-
culares, independientemente del efecto de los factores
de riesgo tradicionales. (4)

OBJETIVO

El objetivo de nuestro estudio fue determinar las
variantes genéticas relacionadas con la presencia de
MCD realizando un analisis de asociacién con SNPs.

MATERIAL Y METODOS

Estudio unicéntrico prospectivo que incluyé pacientes
desde junio de 2016 hasta enero de 2020.

Se incluyeron pacientes de 21 a 80 anos, seropositi-
vos para enfermedad de Chagas con MCD, provenientes
de las provincias del noroeste argentino y sur de Boli-
via, y otros serolégicamente positivos de edad similar,
procedentes de las mismas areas geograficas sin MCD,
como grupo control.

Todos debian contar con una antigiiedad conoci-
da por el paciente de la infeccion de mas de 20 anos
certificada por médico tratante, analisis serolégico y
abandono del area endémicas por mas de 20 anos. Los
pacientes debian tener una FEVI medida dentro de los
12 meses previos a su inclusién, <35 % o >50 %.
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Se excluyeron pacientes que rechazaron firmar el
consentimiento informado, aquellos con patologias
conocidas graves (excluida la cardiovascular) que
generen una expectativa de vida menor a un ano, y
aquellos que estuvieran participando en protocolos
de investigacion en los 30 dias previos a la toma de la
muestra. También se rechazaron aquellos en los que
no se podia asegurar su contacto personal o telefénico,
aquellos con abuso de alcohol o drogas en los dltimos
6 meses, con clinica y laboratorio de insuficiencia he-
patica (valor de transaminasas x3 y bilirrubina total
>2 mg/dL), con FEVI entre 36 % y 49 % (el objetivo
fue separar los grupos evitando el cruce de pacientes),
y los que recibian drogas de conocida accién sobre los
parametros cardiovasculares (inmunosupresores, ni-
tratos, estrégenos). También se excluyo a los pacientes
con enfermedad coronaria en etapa aguda o cronica,
con indicacion de revascularizaciéon o con angioplastia
coronaria o cirugia de revascularizacion miocardica en
los 6 meses anteriores, pacientes con insuficiencia renal
(creatinina sérica >2,5 gr/ dL), con enfermedad pulmo-
nar obstructiva grave, con MCD de otras etiologias (ej.:
artritis reumatoidea, diabetes, hipertension arterial),
con enfermedades valvulares significativas (excepto las
secundarias a dilatacién del anillo valvular mitral y/o
tricuspideo), con marcapasos con estimulacién mayor
al 50%, o con patologias autoinmunes (lupus, esclero-
dermia, hepatitis C, etc.).

Los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion y no presentaron criterios de exclusion fueron
divididos en 2 grupos:

— Grupo 1: pacientes con FEVI <35 %.
— Grupo 2: individuos con FEVI >50 %.

Luego de la firma del consentimiento informado
se les realiz6 una historia clinica y examen fisico com-
pletos, acorde con su patologia de base y los procedi-
mientos diagndsticos y prondsticos correspondientes.

Se efectudé un ecocardiograma para confirmar el
valor de FEVI y un ECG de 12 derivaciones. Segin
los resultados del ECG, los pacientes se clasificaron
en dos grupos: con trastornos de la conduccién intra-
ventricular (TCIV), cuando tenian uno o més de los
siguientes criterios: bloqueo de rama derecha, bloqueo
de rama izquierda, hemibloqueo anterior izquierdo y
hemibloqueo posterior izquierdo; o sin TCIV.

Los pacientes fueron codificados con un sistema al-
fanumeérico para garantizar la identidad de los grupos.

Personal capacitado realiz6 una toma de sangre de
10 mL para la determinacién genémica. La muestra fue
colocada en tubos con presencia de acido etilendiami-
notetraacético (EDTA) segiin normas ISO para evitar
su coagulacion, y conservada a -202C hasta su procesa-
miento. Esta muestra fue procesada para la obtencion
del acido desoxirribonucleico (ADN) correspondiente,
en un centro especializado de nuestro pais, quedando
muestras de seguridad.

El1 ADN se envi6 via un courier autorizado por
legislacion internacional a tal fin al laboratorio interna-
cional Xenética Cardiovascular, Instituto de Investiga-

cién Sanitaria de Santiago, laboratorio n° 1, Complexo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela,
donde se realiz6 el genotipado y su analisis (Tabla 1).
El laboratorio permaneci6 ciego respecto a qué grupo
pertenecian los pacientes. Esto era solamente conocido
por el equipo estadistico al momento del analisis.

Se prepar6 un panel de SNPs de genes relacionados
con:

— El proceso de contraccién y relajacién ventricular

(TTN, BAG3, MTSS1). (5-7)

— El metabolismo miocardico (PPARGC1A, SIRT1,

AKT1 mTOR, AMPK, PRKAA2).

— El receptor adrenérgico beta 1 (ADRB1). (8-11)
— El receptor colinérgico muscarinico 2 (CHRM2).
— El receptor de angiotensina II tipo 1 (AGTR1B).
— El péptido natriurético auricular (NPPA).

— Reguladores del ciclo celular (CDKN1A, RYR2)
— Estructura sarcomérica (ATP2A2, DSP, JUP)

— Energia celular (PRKAB2, PRKAB1)

— Actividad mitocondrial (SOD 2)

— Apoptosis (AKT1)

— Regulador de la hipoxia celular (HIF1A)

— Cadena respiratoria (LDHA, lactato deshidrogenasa

(LDH))
~ Oxido Nitrico (NOS1, NOS2P3)

— Factores de crecimiento e inflamaciéon (SH2B3)

Se utilizé la base internacional The Genome Aggre-
gation Database (GnomAD) eligiendo SNPs con una
frecuencia del 10 % al 40 % en la poblacién incorporada
a esta base de datos.

Finalmente se seleccionaron 68 SNPs para su
anélisis, los cuales se hallan detallados en la tabla S1.

La tecnologia utilizada fue iPLEX Gold. Se realizé el
script en SNPassoc para evaluar si cumplian el estado
de equilibrio H-W toda la poblacién.

Se evalu6 la asociaciéon entre estos dos fenotipos,
como variables binomiales codificadas como SI = 1y
NO = 0, con los SNPs codificados como una variable
ordinal segin la siguiente convencién: 0 para homo-
cigotos del alelo tipo salvaje, 2 para homocigotas del
alelo alternativo y 1 para los heterocigotos.

Para la evaluacion de la relacion entre los diferentes
SNPs en estudio y la presencia de una FEVI reducida,
se utilizaron diversos modelos de inteligencia artificial
para aprendizaje supervisado. Se evalu6 el desempeno
de 1) Regresién Logistica, 2) Maquinas de Vectores
de Soporte, 3) Redes neuronales artificiales, 4) Naive
Bayes, 5) Arboles de decisién y 6) Random Forest, con
la colaboracion del equipo de Inteligencia Artificial de
genomlIT.

La evaluacién del desempeno de los distintos
modelos para la predicciéon de la FEVI reducida, se
efectué mediante la técnica de validacién cruzada,
cross-validation, utilizando la métrica F1 como medida
de precision para seleccionar el mejor modelo.

Para la evaluacion de la relacién entre cada SNP y
la presencia de TCIV se evalu6 un modelo de regresion
logistica univariado con la presencia de FEVI reducida
y TCIV como desenlaces y cada SNP como predictor. Se
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seleccionaron los SNPs con un p valor asociado <0,05,
para la evaluacién de su efecto mediante un modelo
de regresion logistica multivariado, seleccionando
aquellos SNPs con un valor p < 0,05, a través de la
estrategia backward selection con el método stepwise
regression. La magnitud de la asociacién entre cada
SNP y el desenlace en estudio se expres6 como el
Odds Ratio y su respectivo intervalo de confianza del
95 % (1C95%). La performance predictiva del modelo
fue evaluada usando el area bajo la curva. E1 mismo
procedimiento se aplicé con la utilizacién de regresion
logistica de los SNPs con FEVI reducida.

Los analisis se efectuaron con el software R® (ver-
sion 4.1.1, R Development Core Team/R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Se gener6 ademas, un Manhattan plo¢ con los
diferentes modelos de herencia para todos los SNPs
analizando el nivel nominal de significancia y el nivel
de Bonferroni.

Consideraciones éticas: El estudio fue desarrollado
segan los principios de la Declaracién de Helsinki y
aprobado por el Comité de Docencia e Investigacion
de la institucién.

RESULTADOS

Se estudiaron 182 pacientes con serologia positiva
para Chagas oriundos del sur de Bolivia y Noroeste
de Argentina.

La mediana de edad de la poblacién fue de 62 anos.
El 39,6 % fueron hombres. Cincuenta y siete de ellos
(31 %), presentaron FEVIr y 95 (563 %) presentaron
algtin TCIV (Tabla 1).

Entre los diferentes modelos de clasificacién su-
pervisada evaluados, el modelo que utiliza 7 K folds
y un clasificador de Regresién Logistica obtuvo una
puntuacién de F1 = 0,85, y fue el mejor modelo obte-
nido, por lo que se reportan los resultados obtenidos
con el mismo.

FEVI preservada FEVI reducida

N 125
Edad, anos 59,44 (11,25)
Sexo masculino 39 (31,2)
HTA 38(30,4)
DM

* No 116 (92,8)
e Tipo | 3(2,4)

e Tipo ll 6(4,8)

IC 4(3,2)
Arritmias 21(16,9)

DM: diabetes mellitus; FEVI: fraccion de eyeccion ventricular izquierda; HTA: hipertension arterial; 1C: insuficiencia
cardiaca. Las variables cualitativas se presentan como frecuencia y porcentaje, las cuantitativas como media y des-

viacion estandar

El anélisis univariado de la relaciéon entre cada
SNP (en el gje horizontal) y la presencia de una FEVI
reducida y TCIV respectivamente efectuado mediante
regresion logistica se presenta en las Figuras 1Ay 1 B

Se realiz6 un anélisis multivariado en el cual se
evidencio la asociacién con el fenotipo de FEVI reducida
y TCIV. (Figuras 2 Ay B, Tablas 2y 3).

Se observé que las variantes rs2076300, rs61772962
y rs7071853 fueron predictores independientes de
reducciéon de la FEVI. Mientras que, para la presencia
de bloqueos, el inico predictor fue el SNP rs72840788,
como se indicé en el analisis univariado.

En cada uno de los tres SNPs que resultaron pre-
dictores de MCD, se analizd la proporcién de variantes
homocigota salvaje, heterocigota y homocigota del
alelo alternativo de cada uno, segtn la presencia de
una FEVI reducida o no y de TCIV. (Figuras 3 A, By
C, Figura 4)

Se evidencia el desempeno predictivo del modelo
para la presencia de FEVI reducida mediante el area
bajo la curva ROC (0,662) y su IC 95 % (0,580-0,745)
(Figura 5)

Respecto del desempeno de la red neuronal para la
prediccién de FEVI reducida con los tres SNP identifi-
cados, el mejor modelo fue el de una red neuronal con
2 capas ocultas de 6 y 3 neuronas respectivamente, con
una tasa de error (proporcion de fallas de prediccion)
de 0,33 y una tasa de exactitud (proporcién de aciertos
de prediccion) de 0,67. (Figura 6)

DISCUSION

La insuficiencia cardiaca (IC) es una enfermedad de
proporciones epidémicas, que representa la etapa final
de diversas patologias. Su prevalencia se incrementa de
dos a tres veces al incluir a los pacientes con disfuncién
sistdlica asintomaética. (12-14)

Inicialmente, el 60-70% de los pacientes con IC
presentaba una alta mortalidad dentro de los cinco

Tabla 1. Caracteristicas basales
57
64,68 (10,09)
33(57,9)
13(22,8)

51 (89,5)
0(0,0)
6(10,5)
34 (59,6)
28 (50,0)
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A. Valores p para cada SNP predictor de dilatacion B. Valores p para cada SNP predictor de TCIV
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SNP: polimorfismo de nucleétido Unico; TCIV: trastorno de conduccion intraventricular

Figs. 1 Ay B. El eje vertical expresa los valores de p para cada SNP, la linea roja marca el nivel de significacion p = 0,05 y los puntos en
rojo, corresponden a los SNP que presentaron un valor p < 0,05

A. Odds Ratio para FEVI reducida B. Odds Ratio para fenotipo TCIV
rs2076300 . —
rs61772962 - T rs72840788 AN
rs7071853 . -
01 05 1 5 10 50 c',j 0.15 ‘1 5 1‘0 50.
Odds Ratio Odds Ratio

FEVI: fraccion de eyeccion ventricular izquierda; IC 95%: intervalo de confianza del 95%; SNP: polimorfismo de nucleétido unico; TCIV: trastorno de conduc-
cion intraventricular

Figs. 2 A 'y B. Odds Ratio e IC 95% para los SNP predictores de A) FEVI reducida y B) fenotipo TCIV

Tabla 2. Analisis multivariado. Odds Ratio e IC 95% y valor p para cada uno de los tres SNP asociados independientemente a una FEVI
reducida

FEVI reducida

Predictor Odds Ratio IC 95% Valor p
rs2076300 1,79 1,01-3,21 0,046
rs61772962 1,77 1,00-3,14 0,049
rs7071853 1,77 1,07-2,96 0,026

FEVI: fraccion de eyeccion ventricular izquierda; IC 95%: intervalo de confianza del 95%; SNP: polimorfismo de nucleétido tnico
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Tabla 3. Odds Ratio e IC 95% y valor p para el Unico SNP asociado a la presencia de trastornos de conduccion intraventricular

FEVI reducida

Odds Ratio
rs72840788 2,44

Predictor

1C 95%: intervalo de confianza del 95%; SNP: polimorfismo de nucleétido Unico

1C 95%
1,04 -6,22

Valor p
0,048

SNP rs2076300 segun la FEVI

100

75
50 |
25
[

Reducida

Proporcién de individuos (%)

Preservada

>

rs2076300

SNP rs7071853 segun la FEVI

SNP rs61772962 segtin la FEVI

100
75

50

rs61772962

.o

25

|
e

Proporcion de individuos (%)

Preservada Reducida

100

75

50

25

Proporcién de individuos (%)

1s7071853
. 0
. 1
-

c Preservada

Reducida

FEVI: fraccion de eyeccion ventricular izquierda; SNP: polimorfismo de nucleétido Unico
0: homocigotos del alelo tipo salvaje; 1: heterocigotos; 2: homocigotos del alelo alternativo

Fig. 3. Proporcion de las variantes homocigota salvaje (0), heterocigota (1) y homocigota del alelo alternativo (2) del SNP rs2076300 (3 A),
del rs61772962 (3 B) y del rs7071853 (3 C), segun la presencia de una FEVI reducida o preservada

anos posteriores al diagndstico, acompanada de una
elevada tasa de hospitalizacion por IC descompensada.
Sin embargo, con el advenimiento de nuevos farmacos,
se ha evidenciado una significativa disminucién de la
morbimortalidad. (15-21)

La IC con FEVIr es un trastorno progresivo que
generalmente se inicia después de que una noxa o
un evento danino afecta el muasculo cardiaco, resul-
tando en la pérdida de miocitos funcionales o en la
disminuci6n de la capacidad contractil del miocardio.
En la mayoria de los casos, inicialmente se presenta
una fase asintomatica debido a mecanismos compen-
sadores que se activan y modulan la funcién del VI

dentro de limites fisiolégicos por un periodo de tiempo
determinado. No obstante, la activacién sostenida de
los sistemas neurohormonal y de citocinas provoca
una serie de cambios en el miocardio, conduciendo al
remodelado ventricular y a la eventual apariciéon de
IC sintomatica.

Los sistemas neurohumorales incluyen el sistema
nervioso simpatico (SNS), a través de la activacion
del receptor Beta 1, y el sistema renina-angiotensina
(SRA), mediado por la accién persistente de la angio-
tensina II (AT2) y la aldosterona sobre el miocardio.

La inhibicién parasimpatica también contribuye a
la patogenia de la IC, al reducir las concentraciones de
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SNP rs72840788 segun presencia de TCIV
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Fig. 4. Proporcion de las variantes homocigota salvaje, heterocigota
y homocigota del alelo alternativo del SNP rs72840788, segun la
presencia de TCIV
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6xido nitrico (NO) con el consiguiente aumento de la
inflamacién y remodelado ventricular. (22)

La mayoria de los genes implicados en el desarrollo
de MCD e IC participan en los procesos de produccién
y regulacion de energia, asi como en la senalizacion del
calcio y la regulacion de la transcripcién. Los descrip-
tos principalmente son los genes de las proteinas del
sarcomero (MYH7, TNNT2, TNNI3, TNNC, TPM1,
MYBPC3, TTN, ACTC, MYL3, MYL2), de las proteinas

del disco Z (VCL, LDB3, TCAP, MYOZ2), proteinas
del citoesqueleto o la membrana celular (DES, DAG1,
SGCA, LMNA, FLNC), proteinas del desmosoma (JUP,
DSP, DSG2, DSC2, PKP2,RYR2, PLN), del canal de
sodio (SCN5A), proteinas metabolicas (PRKAG2, GLA,
LAMP2, GAA) y proteinas reguladoras (RMB20, BAG3,
TGFB3) entre otros.

Mediante estudios de asociacién del genoma com-
pleto (GWAS) se han descripto ciertos SNPs asociados
con el riesgo de desarrollo de IC.

Uno de los mas ampliamente estudiado es la va-
riante responsable del cambio de arginina por glicina
(Arg389Gly) en el receptor Beta 1. En la poblaciéon
general, el polimorfismo Arg389Gly no se asocid signi-
ficativamente con IC, pero en el analisis de subgrupos
segun la etnia, en los pacientes asiaticos la presencia
de Gly389 demostr6 aumentar un 35% el riesgo de
IC en comparacién con portadores Arg389 (RR 1,35;
1C95%: 1,16-1,57; p <0,001). En un analisis mas de-
tallado de subgrupos, se encontré que los homocigotos
Arg389 se asociaron con una mejoria de la FEVI en
los asiaticos del este (IC95% 1,85-3,40; p <0,001) y
poblaciéon mixta (IC 95% 0,72-2,91; p <0,001); mien-
tras que, entre los pacientes blancos, los homocigotos
Arg389 tuvieron una mejora del didmetro sistélico
del VI. La mejora fue significativamente mayor que
la de los Gly389 (IC 95% 0,04-0,36, p=0,001). (23-26)
En el caso de genes de renina, se analizaron los poli-
morfismos del G/AI 9-83 en pacientes con MCD. La
forma heterocigota se encontré sélo en 37,5% de los
sujetos control. Este estudio no mostré participacién
de los polimorfismos de renina A/G en la patogénesis
de la IC. (27)

Los pacientes con MCD pueden presentar hipertro-
fia y fibrosis. Se observ6 una asociacién del receptor
de angiotensina II tipo 1 y los polimorfismos del gen
(AGTR1, A1166C) en la hipertrofia ventricular iz-
quierda (HVI) mediada por la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) en deportistas de resistencia, por
lo que seria una variante para estudiar en el futuro
en la MCD. (28)

Por otra parte, en diversos estudios, se ha reporta-
do, en el gen de la Titina (TTN), dos SNPs (rs763361
y rs727088) en el tltimo ex6n del CD226 que han sido
asociados con un incremento en el riesgo de MCD. (29)

Otro gen para considerar es el MMP2. Se analiza-
ron SNPs de este gen para evaluar su asociacién con
el desarrollo de MCD y se encontraron tres de ellos
relacionados tanto con el riesgo de padecerla, como
con su peor pronostico. (30)

Dado que no hay consenso sobre las variantes que
podrian predisponer al desarrollo de MCD en respuesta
a factores nocivos que afectan al miocardio, decidimos
establecer un panel de analisis. Este incluye estructu-
ras relacionadas tanto con sistemas neurohumorales
como con aspectos del metabolismo energético que
podrian estar implicados en el desarrollo de MCD. Uti-
lizamos la base internacional The Genome Aggregation
Database (GnomAD) eligiendo SNPs con una frecuencia
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del 10 % al 40 % en la poblacién mundial. Asi pues,
quedaron los SNPs que se detallan en la Tabla S1.

En nuestro andlisis pudimos observar que las
variantes rs61772962, rs7071853 y rs2076300 fueron
predictoras independientes de reducciéon de la FEVI
en nuestra poblacién de pacientes con miocardiopatia
chagésica cronica.

El1 SNP rs61772962 corresponde a una variante
intrénica del gen PRKAA2. Este gen codifica la subu-
nidad catalitica alfa-2 de la proteina quinasa activada
por 5’-AMP Esta proteina, AMPK, es una importante
enzima sensora de energia celular. En respuesta al
estrés metabdlico celular, la AMPK se activa y, por
lo tanto, fosforila e inactiva la acetil-CoA carboxilasa
(ACC) y la beta-hidroxi beta-metilglutaril-CoA reduc-
tasa (HMGCR), enzimas claves involucradas en la
regulacion de la biosintesis de novo de acidos grasos y
colesterol. (31) La variante AMPKa2 es necesaria para
el metabolismo energético de los cardiomiocitos. (32)

Los genes RNF207 y PRKAA2, conocidos por su
participacién en los potenciales de accion cardiacos,
la homeostasis energética y la morfologia, han sido
postulados como candidatos de modelos de MCD luego
del estudio en canes y seguimiento en humanos. (33)

Las mutaciones dominantes en la subunidad re-
guladora y2 de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), codificada por el gen PRKAG2 causan en
ratones mutantes miocardiopatia por almacenamiento
de glucégeno. (34)

El rs7071853 corresponde al gen de la proteina re-
guladora BAG3 (posicién chr10:119552094 (GRCh38.
pl4). Por su parte rs72840788 se asocié con la pre-
diccién de trastornos de conduccién corresponde a la
posicién intrénica de dicha proteina. La proteina BAG3
desempena un papel importante en el mantenimiento
de la homeostasis miocardica y en el acoplamiento
excitacion-contraccion y es un mecanismo adaptativo

para mantener la homeostasis celular bajo estrés. Se
expresa de manera mas prominente en el corazon, el
musculo esquelético y en muchas formas de cancer. En
el corazon, actia como acompanante de las proteinas
de choque térmico para facilitar la autofagia. Las mu-
taciones en BAG3 se han asociado con una variedad
de fenotipos, incluida la miocardiopatia hipertréfica/
restrictiva y la dilatada. (35-40)

Elrs2076300 forma parte del gen DSP que codifica
parala desmoplaquina, una proteina calcio dependiente
de la familia de las cadherinas esencial para los desmo-
somas, estructuras multiproteicas involucradas en la
comunicacion de senales entre las células y en la coor-
dinacién de las contracciones del musculo cardiaco. Los
desmosomas son uniones intercelulares criticas para la
integridad mecénica y eléctrica de los tejidos, particu-
larmente en el miocardio y los tejidos epiteliales. Las
mutaciones en el gen DSP se asocian tipicamente con
la cardiomiopatia arritmogénica. Sin embargo, también
pueden causar miocardiopatia dilatada, que se presenta
con una mayor incidencia de arritmias ventriculares y
un riesgo incrementado de muerte stibita. Este hallazgo
es significativo, ya que demuestra que una proporciéon
de pacientes con diagnéstico clinico de miocardiopatia
dilatada albergan mutaciones en genes que codifican
proteinas de los discos intercalados. (41-45)

Al intentar confirmar estos resultados con otros
métodos estadisticos usando el “umbral de Bonferroni”
los resultados no pudieron ser reproducibles. Dado
que la mayoria de los efectos de un SNP unico esta
en el rango de un 10 a un 15 % de modificaciéon del
riesgo basal de presentar un determinado fenotipo,
el ajuste de Bonferroni para la evaluacion de 70 SNP,
conservando el nivel alfa global de 0,05 y una potencia
de 80%, determina que el rechazo de la hipétesis nula
para cada prueba se podria efectuar solo con un valor
p < 0,0007, lo cual implica, bajo el efecto més optimis-
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ta de un aumento del riesgo del 15 % (RR = 1,15), la
necesidad de reclutar de 6280 individuos. Es por ello
por lo que creemos que no pudieron confirmarse los
resultados con otras pruebas, debido al tamaro de la
muestra utilizada.

CONCLUSION

En este modelo de derivacién, en un conjunto de pacien-
tes con serologia positiva para Chagas, se identificaron
3 SNPs predictores de reduccion de la FEVI (rs2076300,
rs61772962 y rs7071853) y uno predictor de trastornos
de conduccién (SNP rs72840788).

Al intentar confirmar estos resultados con otros
métodos estadisticos usando el “umbral de Bonferroni”
los resultados no pudieron ser reproducibles, debido al
tamano de la muestra utilizada. Esto refuerza que se
debe continuar en esta linea de analisis, incrementando
el nimero de pacientes. Es fundamental continuar
explorando la hipétesis de que, incluso en ausencia
de antecedentes familiares de MCD y de variantes
patogénicas en estudios genéticos, pueden existir poli-
morfismos que predispongan al desarrollo de dilatacion
ventricular frente a factores desencadenantes.

Este enfoque resultaria muy ttil en el futuro, no
solo para identificar con premura los pacientes predis-
puestos a presentar MCD e IC, sino también para anti-
ciparse en el tratamiento, pudiendo asi mejorar tanto la
morbilidad como la mortalidad de nuestros pacientes.
Creemos que esto podria abrir nuevas perspectivas en
farmacogendmica aplicada a la IC.

Este estudio busca ser un punto de partida que
promueva futuras investigaciones y estrategias. Su
intencién es establecer una linea de investigacion
que, al incorporar un mayor ntimero de pacientes y
continuar con el analisis, permita alcanzar un mayor
poder estadistico.
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SUPLEMENTO 1
Tabla S1. SNPs analizados

GEN SNP

SNP: polimorfismo de nucleético Unico
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